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Abstrakt

Tti dekéady trvajici pandemie viru HIV stéla zivot jiz desitky milionu lidi, dal$i desitky
milion se stouto nevylécitelnou chorobou potykaji do dneSniho dne. Soucasné
neuspéchy ve vyvoji ochranné vakciny jsou zplsobeny zejména extrémni mutacni
schopnosti viru, jeho velmi efektivnim molekularnim S$titem odrazejicim utoky
imunitniho systému a jeho nesmirnou variabilitou. Vyznamnym pielomem poslednich let
byl popis fady tzv. Siroce neutralizujicich protilatek proti HIV-1, které nesou velmi
ucinnou a Sirokou neutralizacni odezvu. Dosud se vSak nepodafilo nalézt cestu k navozeni
vysoké produkce podobné ucinnych neutralizacnich protilatek, které by ochranili
imunizované jedince pied infekci a pfipadnym rozvojem syndromu AIDS. Tato prace
popisuje vysledky vyzkumu, ktery vedl k in vivo 1 in vitro prokdzani funkénosti konceptu
tzv. proteinové mimetiky, tedy schopnosti kopirovat epitop virovych povrchovych
proteintl, a tak vybudit uc¢innou imunitni odpovéd’ ve formé produkce cilenych Siroce
neutralizujicich protilatek. Uginek v tomto piistupu p¥inasi rekombinantni vazebné
proteiny na bdazi proteinového scaffoldu Myomedin. Tato prace popisuje vybér a
protilatky 10E8. Ukazuje, ze vazebné afinity vybranych Myomedinovych variant jsou
v fadech desitek nM (MLA158 K4 = 10,8 nM), ze vazebna afinita k isotypové kontrolni
protilatce je fadove nizsi a ze existuje vyrazny rozdil mezi vazbou vybranych variant a
nemutovanou formou mateiského proteinu myomesin-1. Prace se zabyva selekci a
expresi t€chto proteinil, purifikaci a zakladnimi biofyzikalnimi charakterizacemi. Mys$i
séra po vakcinaci zde vybranymi a charakterizovanymi proteinovymi variantami
prokazala schopnost neutralizace vétSiny pseudovird HIV-1 z reprezentativniho panelu.
In silico vypocetni ¢ast se snazi objasnit strukturu vazebnych proteinti, charakter jejich
vazeb na 10E8 protilaitku a poskytuje popis konkrétnich interakci, které mohou
v biologickych systémech piinaSet kyZenou imunitni odpovéd’. Tyto vysledky maji
potencial pfinést dalsi vylepSeni mimikujicich vazebnych proteind, a tak piiblizit vyvoj

vakciny proti HIV-1 o krok blize realité.



Abstract

For three decades, the ongoing HIV pandemic has taken the lives of tens of millions of
people. Still, more tens of millions are fighting this incurable disease today. Current
failures in combating this global problem are caused mainly by the virus’s extreme ability
of mutation, its very effective molecular shield which repels the immune system’s attacks,
and its immense variability. A breakthrough, achieved relatively recently, is the discovery
of the so-called broadly neutralizing antibodies against HIV-1, which carry a very
efficient and broad neutralizing response. So far, it’s not known how to elucidate the
production of these antibodies in the infected hosts to quell or altogether eliminate the
virus. This work deals with experimental results, which led to both in vivo and in vitro
proof-of-concept of the so-called protein mimetics, the ability to imitate viral surface
epitopes, and therefore stimulate an efficient immune response carried by targeted
broadly neutralizing antibodies. This effect is mediated by recombinant binding proteins,
based on the Myomedin scaffold. This work describes the selection and characterization
of these binding proteins mimicking the epitopes of one of the most effective broadly
neutralizing antibodies, 10E8. It shows that the binding affinities of selected Myomedin
proteins are on the order of tens of nM (MLA158 Ky = 10,8 nM), that the affinity
towards isotype control antibody is orders of magnitude less, and that there’s a significant
difference in binding between these selected variants and the paternal wild-type
myomesin-1 protein. This work describes the selection and expression of these proteins,
their purification and basic biophysical characterizations. Blood sera of mice, vaccinated
by protein variants selected and characterized in this work, were able to effectively
neutralize most HIV-1 pseudoviruses selected from a representative set. The in silico
computational part of this work tries to explain the structures of the binding proteins, their
interactions with the 10E8 antibody, and describes specific interactions which could be
the cause of the observed biological effect. Based on knowledge brought by these results,
mimicking binders could be further improved, bringing the development of an HIV-1
vaccine one step closer to reality.

(in Czech)
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1 Uvod

V soucasném svété zmitaném pandemii COVID-19 je vice nez kdy jindy pozornost
vefejnosti upinana na vztah védy a mediciny. Nové vyzkumné sméry jsou vice nez kdy
jindy vyuzivany jako obrana pfed zhoubnymi patogeny, které i pfes extenzivni vyvoj
poslednich dekad stale suzuji podstatnou c¢ast lidské populace. Jednim z takovych
patogenti je virus HIV-1, ktery i pres cetné védecké prulomy nebyl stile Uspésné
vymycen. Primarni obranou linii viru je glykanovy §tit, chranici dilezité povrchové
proteiny pfed imunitni odezvou. Dal$imi G¢innymi néstroji viru je extrémni variabilita a
schopnost dlouhodobé latence s inkorporaci virové genetické informace do hostitelského
genomu. Nadéje na konecné feSeni tohoto rozsahlého problému spocivaji ve vyvoji

efektivni a dostupné vakciny.

Moznym feSenim zminénych nepfiznivych vlastnosti viru je zcela novy pfistup
vyuzivajici tzv. mimikujicich proteinti, postavenych na stabilnim, strukturu udrzujicim
jaddfe a na nékolika zdménnych aminokyselindch. Tyto malé proteiny jsou vybirany
z rozsdhlych proteinovych knihoven na zaklad¢ své schopnosti vazat jednu ze Siroce
neutralizujicich protilatek proti HIV-1, vzacnych a velice uc¢innych imunoglobuling.
Takovym vybérem jsou ziskany molekuly, které svym povrchem napodobuji vlastnosti
puvodnich vysoce konzervovanych virovych epitopil a nastavuji lidskému imunitnimu
systému ter¢, nechranény glykanovym Stitem ani vysokou variabilitou. Popsanym
mechanismem vznikd imunitni odezva tfadové siln€jsi, nez jakou by zplisobil samotny

virus.

V nasi laboratofi jsme vyvinuli dvé takové knihovny vazebnych proteint zaloZenych na
zakladu malych rozpustnych proteinii ¢i endogennich proteinovych domén. Prvni z
knihoven bylo ABD (albumin binding domain). Tento peptid o délce 46 aminokyselin,
ztoho 11 zamén, poskytl né€kolik kandidatnich molekul s in vivo prokdzanou uc¢innosti
zminéného konceptu mimikovéni. Druhou knihovnou, jiz se detailn¢ zabyva tato prace,
je Myomedin. Tento 111 aminokyselin dlouhy protein s 12 zdménnymi pozicemi
vykazuje vysokou teplotni stabilitu a diky svému ptivodu v ptfirozeném lidském proteinu

je pravdépodobné lidskymi hostiteli velmi dobte tolerovan.



Nékteré, v této praci vybrané a popsané, varianty Myomedinovych proteint cilicich na
nejlepsi prozatim popsanou Siroce neutralizujici protilatku 10E8 byly ovéfeny pomoci in
vivo experimentil. Ty prokazaly velmi dobré schopnosti mySich sér neutralizovat

reprezentativni panel variant viru HIV-1.

Prace se zabyva vybérem Myomedinovych vazebnych proteinti na zdkladé vazebnych
afinit proti protilatce 10ES, jejich biochemickou, molekularné-biologickou a biofyzikalni
charakterizaci a v neposledni fad¢ jejich rekombinantni produkci. Vyuzity byly
standardni techniky molekularni biologie a biochemie (rekombinantni exprese v E. coli,
elektroforéza, ELISA, gelova permeacni chromatografie) a biofyzikalni-chemie (DLS,
CD, DSF, MS). Vysledky experimenti odhalily velice pfiznivé nanomolarni vazebné

afinity, pfitomnost oligomernich stavil proteinu a dalsi.

Druhou casti prace je aplikace in silico vypocetnich metod pro blizs§i popis vazebnych
moda proteindt na 10E8 protilatku. S vyuZitim homologniho modelovani, dokovani,
molekulové dynamiky a nékterych termodynamickych analyz (MM/PBSA, Umbrella
Sampling) jsou znovu popsany vazby v komplexech Myomedin-10ES8, tentokrat vSak
atomistickym pohledem. Prozkoumana je i vyfesena krystalova struktura komplexu 10E8
s nativnim ligandem MPER, kde byly validovany a potencidlné rozSifeny ptivodni
vysledky autorii struktury. Tato ¢ast prace kon¢i popisem konkrétnich parovych interakci
aminokyselin (pomoci vlastni prehledné a informativni metody reprezentace
meziproteinovych interakci), které mohou nést biologickou aktivitu a otevira cestu pro

budouci raciondlni optimalizaci vybranych vazebnych proteint.



2 Prehled literatury

2.1 HIV-1

2.1.1 Viry lidské imunodeficience

Viry lidské imunodeficience (déle jen HIV) nalezi do celedi retroviri — RNA virti se
schopnosti integrovat do hostitelského genomu sekvence virové cDNA pomoci reverzni
transkripce. Jsou piislusniky rodu lentivirti (z latinského lente — pomalu) zptisobujicich

chronické nemoci savcl charakterizované dlouhymi inkuba¢nimi periodami.

Popsany byly dva druhy virti lidské imunodeficience, HIV-1 a HIV-2. Z mnoha diivodi
je globalni pozornost vénovana pfedevs§im druhu HIV-1, zejména diky jeho vyrazné¢ vyssi
virulenci, infek¢nosti a globalni prevalenci. HIV-2 je lokalizovan pfevazné v regionu
zapadni Afriky, vykazuje oproti HIV-1 snizenou schopnost pienosu a ziidkakdy dospéje
do nemoci, projevujici se jako syndrom ziskaného selhdni imunity (AIDS), jelikoz je

vétsina infekci asymptomatickych.!

Na konci roku 2018 bylo dle dostupnych informaci Svétové zdravotnické organizace
témito dvéma viry nakazeno odhadem 37,9 milionu lidi, tj. o 1,7 milionu vice, nez
ptedchozi rok. Za celou dobu sledovani epidemie onemocnélo piiblizné¢ 74,9 milionu a
nastalo 32,0 milionu umrti. V souvislosti s virem zplisobenym syndromem AIDS je

nejcastéjsi proximalni pficinou umrti tuberkulosa.?

Soucasné poznani popisuje vznik HIV jako sérii nékolika nezédvislych zoonotickych
infekei viry opic¢i imunodeficience (SIV). Dle genetické piibuznosti se viry HIV-1 bézné
déli na typy M, N, O a P. Typ M je majoritnim pandemickym typem déle délenym na 9
subtypii: A-D, F-H, J a K. Z téchto subtypti maji nejvétsi zastoupeni v lidské populaci
subtypy C a B. Subtyp C je predominantnim subtypem HIV-1 v regionech Afriky a Indie;
subtyp B je predominantni v zdpadni Evropé, Americe a v Australii. Kromé zminénych
subtypti se zarovei vyskytuji cirkulujici rekombinantni subtypy.® Pfimym piedchiidcem

pandemického typu HIV-1 M byl s nejvétsi pravdépodobnosti virus SIVcepzPtt napadajici



Simpanze ucenlivého (Pan troglodytes), k jehoz ptenosu na ¢loveéka doslo ve dvacatych

letech dvacatého stoleti v Kongu.*?

2.1.2 Vyvoj lééby HIV-1 od minulosti po budoucnost

Zéavaznost celosvétové pandemie HIV-1 zacala byt patrna okolo roku 1983, kdy byl virus
poprvé izolovan.® Prvnim vyznamnym molekuldrnim cilem 1é¢by HIV-1 byl pro virus
klicovy enzym — reverzni transkriptasa. Prvni generaci 1¢kt cilicich na tento enzym byly
terminatory transkripce zalozené na analogach nukleosidt a nukleotidii (NRTIs) — prvnim
takovym léCivem byl 3’-azido-3‘-deoxythymidin (ZDV), schvaleny ve Spojenych
Statech roce 1987.7 Klicovou vlastnosti této slouceniny a 1é¢iv ze tiidy NRTI obecné je

selektivita na virovou reverzni transkriptasu v porovnani s endogennimi polymerasami.®

Pti diskusi o 1é¢bé ndkazy virem HIV musime rozliSovat dvé riizné situace. Jednou situaci
je lé¢ba jiz rozvinutého AIDS, ve kterém dokézal ZDV posunout medidnovou dobu imrti
z 9,6 mésich u nelé&enych pacientl na 21,2 mésicii.” Druhou situaci je snaha o zabranéni
rozvinuti infekce HIV do smrtelného stavu AIDS, ktery je mozny pouze pii dostatecném
potlaceni replikace viru. ZDV, stejné jako jinda NRTI sama o sobé nejsou schopna
uspokojivé tohoto cile dosdhnout kviili vysoké rychlosti mutaci reverzni transkriptdzy a
celého viru. Rezistentni kmeny viru, nesouci ¢tyfi aminokyselinové zdmény v genu pro
reverzni transkriptasu, se béhem terapie ZDV mohou zacit objevovat jiz po Sesti

mésicich.!”

Efektivita 1éCby a jeji toxikologické vlastnosti byly cCaste€né zlepSeny s nastupem
kombinacni terapie, zahrnujici podavani dvou riznych NRTI najednou. Tato 1écba se
ukézala jako vyrazné zlepSeni piivodni 1é¢by zaloZené pouze na podavani ZDV.!'!:12
I pfes tato vylepSeni stale nebylo dosazeno dlouhodobé suprese viru. Infekce HIV byla

stale rozsudkem smrti, byt odloZenym.

Nova éra tcinnych terapii proti infekci HIV nastala az s objevem alternativnich ttid 1é¢iv.
Cilem zasahu jedné z nich zstala reverzni transkriptasa, kterd v§ak misto kompetitivni
inhibice analogem substratu zacala byt cilena nekompetitivné latkami vazicimi se do

alosterického mista enzymu. Prvnim léCivem z této tfidy nenukleotidovych inhibitora



reverzni transkriptasy (NNRTIs) byl nevirapin schvaleny v roce 1996. Vysledky studie
INCAS provedené v roce 1998 ukazaly, ze NNRTI nevirapin podavany v trojkombinaci
s dvéma NRTI (v ramci studie se zidovudinem a didanosinem), zptisobil po Sesti mésicich
od zah4jeni 1écby u 79 % pacientii nekvantifikovatelné nizké koncentrace virové RNA.
Zaroven byla oproti jakékoliv dvojkombinaci NRTI vyrazn€ omezend umrtnost a celkova
koncentrace viru v krvi. Takto vyrazné omezeni virové replikace znamena i vyrazné

omezeni jeho schopnosti mutace, coZ snizuje i moznost vzniku rezistence.'?

vvvvvv

prvni, saquinavir, byl schvalen v roce 1995.7 Diky nepfiznivé metabolizaci saquinaviru
enzymem CYP3A4 zrodiny cytochromi P450 musel byt kombinovan s odliSnym
inhibitorem proteasy ritonavirem, ktery zaroveil pusobi jako velmi G¢inny inhibitor
zminéného enzymu. Kombinace téchto dvou 1é¢iv spole¢né se dvéma léCivy ze tiidy
NRTI se ukazala jako velice efektivni.'* Saquinavir, spole¢né s G¢inn&j§im indinavirem,
schvalenym v roce 1996 daly vzniknout novému pralomovému typu terapii HAART,
vysoce aktivnim antiretrovirovym terapiim.” Studie zabyvajici se trojkombinaci latek
indinaviru, ZDV a lamivudinu ukézala, Ze pravé tato kombinace dokézala u vétSiny
pacient® Gispé$né potlacit virémii HIV po dobu nejméné tii let.!” Pravé terapie HAART
vyrazné snizily mortalitu a morbiditu lidi nakazenych HIV. Jen mezi roky 1995 a 1997
klesla dle studie provedené na 1255 americkych pacientech béhem doby pozorovani
mortalita na 100 osob z 29,4 na 8,8. Divodem tohoto poklesu bylo zejména zahrnuti

inhibitorti proteasy do le¢ebnych postupt.'®

Progn6za nové nakaZenych pacientll je v souCasné dob& pfiznivd. Soucasnd lécba
zahrnuje obvykle kombinaci dvou NRTI s jednim Iékem ze tfid NNRTI, inhibitor
proteasy nebo inhibitor integrasy. Diky mnoha alternativam 1é¢by, podavanym po
vyvinuti rezistence na ptredchozi 1é€bu, s jednoduchym podavanim a oproti minulosti
nizkou toxicitou se doba Zivota pacienti s HIV blizi dobé Zivota bez infekce.!” Snizeni
koncentrace viru v krvi zaroven znamena vyrazny pokles nakaZzlivosti. HIV se zejména
v rozvinutych zemich z letalni nemoci stalo chronickym problémem a misto zachrany
zivotl se do popredi dostavaji 1 dal$i problémy spojené s celosvétovou pandemii viru

HIV. Jednim z téchto problému je zejména enormni finan¢ni zatéz spojend se zajiSténim



lécby a diagnostickych zakrokd pro velké mnozstvi pacientl a zajisténi 1écby a

diagnostiky v rozvojovém svéte, kde je HIV jeste stale Castou pric¢inou smrti.

Vyvoj vakciny proti HIV je nejlepSim a mozna jedinym zpiisobem, jak definitivné vyftesit
dekady trvajici problém globalni pandemie HIV. Staré ptistupy vyvoje vakcin se i ptes
¢etné snahy neukdzaly jako ucinné — zejména kviili nezvyklé schopnosti viru mutovat,
jeho integraci do hostitelské DNA a jeho nizké antigenicité (tyto a dalsi faktory jsou
diskutovany v kapitole 2.1.5). Moderni imunoterapeutické piistupy maji vSak nesmirny

potencidl poskytnout kone¢nou odpovéd’ na vyvoj nejen vakciny proti HIV.

2.1.3 Molekularni pohled na HIV-1 — genom, proteom a struktura

Virion HIV-1 je sférického tvaru s primérem piiblizné¢ 100 nm. Genom viru ve formée
dvou identickych kopii (+)-RNA fetézct je lokalizovan uvniti kuzelovité nukleokapsidy
tvofené proteinem CA (p24). Na kazdou molekulu RNA je vazana jedna molekula
reverzni transkriptazy, molekula integrasy, molekula proteasy a nukleokapsidovy protein
NC (p7). Vnitini stranu nosné struktury virionu tvoii vrstva molekul proteinu MA (p17),
na které se nachézi lipidova dvojvrstva tvofici obal virionu. Pfi pohledu na virion z vnéjsi
strany jsou patrné struktury do membrany zanotfenych trimert glykoproteinu gp120.
Transmembranovou kotvu, uchycujici gp120 do membrany tvoii glykoprotein gp41.1%:1

Schematicky pohled na virion HIV-1 je zobrazen na obrazku 1.



Obriazek 1 - Schematicky ndkres struktury virionu HIV-1 Fialové jsou zndzornény virovych
enzymy, modfe strukturni proteiny, zelené pomocné proteiny, zluté kratké useky
jednotetézcové RNA a oranzové proteiny pfimo interagujici s RNA. Obrazek byl piejat
z internetového zdroje a upraven autorem.?

Genom viru je kddovan ve formé dvou identickych (+)-RNA fetézcli, modifikovanych na
5’-konci cepickou a na 3’-konci poly(A) tseky. V blizkosti 5’-konce je lokalizovana (v
potadi od 5’-konce) repetice R, unikatni sekvence U5 a unikatni sekvence PB. Pied
3’-koncem se nachazi (v poradi od 5’-konce) polypurinova sekvence PP, unikatni
sekvence U3 a repetice R. Tato genomova RNA vznikd transkripci provirové DNA

pomoci RNA-polymerasy II hostitelské buriky.!'
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Provirova DNA vznika v ramci Zivotniho cyklu viru reverzni transkripci genomové RNA
v hostitelské bunice, kam je nasledn€ integrovana. Tato DNA ma oproti genomové RNA
odlisné konce, které jsou tvofeny sekvencemi LTR (,long terminal repeats®).!” Na
5’-koncovém LTR se vyskytuje unikatni sekvence U3 nasledovana repetici R a unikatni
sekvenci US. Témto elementim nésleduje prepis RNA sekvence od PB az do PP (smérem
5°-3’), nasledovana opakovanim celého LTR elementu (od 5°-U3, R, U5).!® 5°-koncova

LTR sekvence slouzi jako promotor transkripce.'®

Samotné exony obou forem genomu jsou tvoieny geny gag, pol a env kdédujicimi
prekurzory proteinti viru. Dilezitou regulacni tlohu hraji doplitkové proteiny ziskané
alternativnim splicingem genil po/ a env. V rdmci genomu existuji tii oteviené ¢teci rdmce
(,,open reading frames*, ORF), generujici dohromady, po §tépeni proteasou. 15 virovych
proteint. Elementy genomu jsou graficky znazornény na obrazku 2. Jednotlivé proteiny
kédované genomem HIV-1 jsou uvedeny v tabulce 1. Stru¢ny popis jejich funkce je

uveden v tabulce 2.
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Obrizek 2 - Mapa elementi genomu HIV-1. Spodni osa zobrazuje pary bazi, obdélniky
znazoriuji proteinové produkty jednotlivych genti. V ramci HIV-1 existuji tfi mozné ¢teci ramce,
které jsou vyjadieny svislou osou. Cisla v levém hornim rohu obdéInikt oznaéuji prvni nukleotid
START-kodond, ¢isla ve spodnim pravém rohu oznacuji posledni nukleotid STOP-kodond.
Obrézek byl ziskan z internetového zdroje a upraven autorem.?!
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Tabulka 1 - Vyc€et genii kddovanych genomem HIV a jejich produkti. Genom obsahuje
exony gag, pol a env. Alternativnim splicingem oblasti pfekryvajici pol a env exony je
mozno ziskat dopliikové proteiny, které jsou uvedeny v pravé ¢asti tabulky. V zavorkach
jsou uvedeny alternativni nazvy proteinl vychazejici z jejich molekulové hmotnosti v kDa.
Poznamka — polyproteiny p160 jsou navzajem strukturné odlisné.

Gen Prekurzorovy polyprotein Protein Dopliikovy protein
MA (pl17) Tat (p9/p14)
CA (p24) Rev (p14)
a Pr55gag (p55
88 g8 (p33) NC (p7) Vif
LI (p6) Vpu
RT + RNasa H Vpr
pol Pr160GagPol (p160) IN Nef
PR
SU (gp120)
env PrGp160 (p160)
TM (gp41)

Tabulka 2 - Vy¢et proteini exprimovanych virem HIV-1. Vyjmenovano je kratké shrnuti

funkce proteint.'

Protein Popis

MA Matrixovy protein tvofici vnitini vrstvu membrany

CA Kapsidovy protein tvofici konickou kapsidu

NC Nukleoprotein napomahajici RNA zaujmout stabilni strukturu.?

LI Mediator puceni viru z hostitelské buiiky.

RT +RNAsa H Reverzni transkriptasa + RNAsa degradujici RNA z komplexu virové RNA/DNA
ziskaného reverzni transkripci

IN Integrasa

PR Proteasa §tépici Gag (pS5) a Gag-Pol (Pr160GagPol) prekurzorové polyproteiny

SU Membranovy glykoprotein gp120

™ Glykoprotein gp41 kotvici gp120 do membrany

Tat Transaktivaéni protein

Rev Regulator sestiihu RNA

Nef Negativné reguluje vystaveni CD4 receptorti na povrchu napadené bunky aby
nedoslo k infekci jinou ¢astici HIV-1.

Vif Virovy infekéni faktor (Viral infectivity factor), zptisobuje degradaci hostitelského
enzymu APOBEC3G.?

Vpu Virovy protein unikatni (viral protein unique), indukuje degradaci CD4 receptoru

Vpr Virovy protein R, interaguje s proteinem LI a zplsobuje infektivitu viru.
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2.1.4 Geneticka diverzita HIV-1

Geneticka diverzita je vyraznou vlastnosti typickou pro RNA viry, zejména pak pro viry
HIV. Infekce timto virem je charakterizovana rychlou a chybovou replikaci ustici ve
velice diverzni virovou populaci schopnou odolavat selekénim tlakiim. Tato variabilita je
majoritni prekazkou pro lécebné snahy jak antiretrovirové terapie, tak potencidlni
budouci vakciny. Zdroji této diverzity je nékolik — vysoky virovy turnover, vysoka
schopnost mutace, moznost rekombinace a selekéni tlak hostitelského imunitniho
systému.>* In vivo byla zjisténa extrémni muta¢ni rychlost (4,1 + 1,7) - 10~3 mutaci
v jedné bazi v ramci jednoho virionu. Jedna se o nejvyssi mutacni rychlost ze vSech
biologickych entit. Je vSak nutné poznamenat, Ze vétSina téchto mutaci je pro virus

letalni.?

N 24

hostitelské buiiky (APOBEC3G enzym katalyzujici pfeménu deoxycytidinu na
deoxyuridin ve virové (-)-DNA v rdmci imunitni odezvy hostitele) a chybova reverzni
transkriptasa viru (in vitro chybovost 1 z 6900 nukleotidii RNA templatu).?*?” Dal$im
zdrojem celkové diverzity HIV-1 je rekombinace usnadnéna diploidii RNA genomu.
Pokud je buiika nakazena vice nez jednim virem, mize dojit v nové vzniklé virové
partikuli k ,,zabaleni* dvou riznych RNA genomil za vzniku heterozygotniho viru. Tyto
molekuly RNA mohou byt reverzni transkriptasou piepsany do jedné chimérni viroveé

DNA.28

Jak bylo diskutovano v kapitole 2.1.1, HIV-1 je jednim ze dvou popsanych druhti virti
lidské imunodeficience a dé€li se na fadu typt a subtypii na zdkladé genetické ptibuznosti.
HIV-1 se od HIV-2 Lisi pfiblizné v 54 % aminokyselin. Aminokyselinovy mezi
jednotlivymi typy HIV-1 (M, N, O, P) je zhruba 41 %, rozdil mezi jednotlivymi subtypy
(A-D, F-H, J, K) ¢ini ptiblizné 18 %. V ramci 15 virovych proteinil je mezi subtypy
nejvice konzervovana aminokyselinova sekvence integrasy, nejvice variabilni je naopak

sekvence glykoproteinu gp120.2°
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Z hlediska potencidlni vakciny proti HIV-1 je zajimavy poznatek, Ze vyznamna
variabilita v aminokyselinové sekvenci existuje zejména v pozicich slouzicich jako
epitopy pro CD4 T bunky a protilatky imunitniho systému. Praveé v téchto pozicich bylo
v ramci subtypu B, rozsifeném zejména v zemich prvniho svéta, lokalizovano 919 (tj. 30
% z celku) variabilnich pozic s diverzitou vyssi, nez 12.9 %. Nejvétsi selekéni tlak
fixujici mutace je zejména na proteiny majici interakce s lidskymi proteiny. Témi jsou
obalkové¢ proteiny gp120 a gp41 a regulacni proteiny Tat a Rev. Naopak virové enzymy
maji diverzitu nejmensi.?® Tato variabilita a zaroveri regionaln& specifické rozsiteni

ruznych subtypii viru je vyraznou piekazkou pro vyvoj univerzaln¢ funkéni vakeiny.

I ptes vysokou diverzitu je mozno najit konzervované sekvence (jak mezi typy/subtypy
tak mezi jednotlivymi viriony), zejména (ale ne exkluzivné) v proteinech CA, NC, PR,
RT, IN, Vrp a v N-terminalni doméné gp41. Na tyto konzervované sekvence proteinti PR,
RT a IN cili soucasna hojné¢ uzivana 1éciva, jak bylo diskutovano v kapitole 2.1.1.
V soucasné dobé vyvijenym alternativnim pfistupem jsou inhibitory proteinli

kédovanych genem gag (zejména CA, NC) cilici obdobné na konzervované sekvence.*°

I ptes zminénou diverzitu povrchovych proteinti gp120 a gp41 obsahuji tyto proteiny

nekteré konzervované sekvence, které mohou slouzit jako terapeuticky cil.

2.1.5 Env protein a mechanismus tniku pfed imunitni odpovédi

Klicovym proteinem HIV-1 pro vstup do hostitelské buniky skrze interakci s CD4
receptorem je povrchovy glykoprotein gp120 a transmembranova kotva gp41, ktera fixuje
gp120 na virové membrané. Kombinace téchto dvou glykoproteinti dohromady tvofi tzv.
Env protein ktery existuje nativhé v bohaté glykosylované trimerni formé, jejiz
proteinova Cast sestdvd z trimeru gpl20 a trimeru gp4l. Glykany jsou pievazné
oligomanosového, diky sterickému branéni funkci endoplasmatického retikula a
manosidas nematurovaného typu a tvoii zhruba 50 % celkové vahy proteinu. Nejcastéji
se objevuji glykany typu Mans9GlcNAc, 3! Medidnovy podet piipojenych glykandi na
povrchu gp120 je uvadén na 25.323% Glykosylace gp41 je od gp120 odlign4, jeji hustota
je nizsi, coz ziejmé souvisi s rozdilnym sloZenim zpusobenym rozdilnou maturaci, kde

mensi hustota glykosylace poskytuje mensi sterické branéni tohoto procesu. Glykosylace
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gp4l se sestavd primarn¢ z endo-fB-N-acetylglukosaminidase H resistentnich

komplexnich typti glykand.>*

Nezvykle vysokd hustota glykanového Stitu na gpl20 omezuje maturaci béhem
biosyntézy virionu, coZ zanechava region zvany ,,intrinsic mannose patch slozeny z
nematurovanych oligomanosovych struktur. Glykosylace takového charakteru je mezi
savéimi glykoproteiny neobvykld, coz ji €ini potencidlnim cilem imunitni odpovédi.
Tento region je primarnim cilem tzv. Siroce neutralizujicich protilatek bnAbs (,,broadly

neutralizing antibodies*) v gp120 &asti Env.*

Spole¢né s diverzitou diskutovanou diive je bohatd a variabilni N-glykosylace tohoto
proteinu je jednim z hlavnich mechanismil uniku HIV-1 pfed imunitni odezvou. Zminéné
glykany chrani relativné konzervované proteinové sekvence pied protilatkovou odezvou,
jsou nestabilni, variabilni a jsou samy o sob¢ velmi malo imunogenni. Cukerné epitopy
maji inherentné slabou interakcei s proteiny, existuji navic v rozdilnych formach, coz dale
snizuje uc¢innost imunitni odezvy. Tato slaba interakce protilatek se sacharidovymi fetézci

je dasto zesilena multivalenci molekuly protilatky na glykan a ¢ast Env proteinu.>¢

Glykany jsou navic ¢asto dynamické a nachdzeji se v rozdilnych konformacich. Jelikoz
neni glykosylace vyrazné€ odliSna od hostitelské, mohou byt tyto exogenni molekuly do
jisté miry hostitelskym imunitnim systémem tolerovany a odezva proti nim miZe byt
vystavena negativni selekci diky mozné auto-reaktivité. Stale vSak existuje jejich
odlisnost od endogennich glykosylt z hlediska jak slozeni, tak struktury (vysoké density),

ktera mize vyustit v ur¢itou imunitni odpovéd..
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Neobvyklosti viru HIV-1 je nizky pocet téchto ,,spike proteinti®, uvadény na 8-14 Env
proteindi na virion.’”® Nizk4 hustota t&chto povrchovych proteinti je jednim z faktord
negativné ovliviiyjicich imunitni odpovéd’ proti viru, na druhou stranu umoziuje ptistup

protilatek ze viech stran glykoproteinu.>

Podobu artificialné ptipraveného konstruktu BGS505.SOSIP664 (rekombinantni
produkovatelnd gp140 prekurzoru Env proteinu) zachycuje obrazek 3. Proteinovou cast

bez glykani zobrazuje obrazek 4.

Obrazek 3 — BG505.SOSIP — rekombinantné exprimovatelna artificialni forma virového
proteinu Env. Cervené jsou vyobrazeny glykany. (PDB: 4ZMJ)*
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Obrizek 4 — Struktura proteinové &asti Env trimeru HIV-1. Pfevzato.*® a) pohled ze strany,
b) pohled ze shora

Env protein s mohutnym glykanovym Stitem je jedinym cilem Siroce neutralizujicich
protilatek proti HIV-1. Tyto protilatky jsou schopny neutralizovat vysoké mnoZstvi
riznych HIV-1 variant a tvoii se u 10-30 % nakazenych jedinct. Jejich séra pak maji

rtiznou potenci a §ifi neutraliza¢ni schopnosti s ohledem na varianty HIV-1.4!

Kromé zminénych na glykany cilicich protilatek existuje i ,,hybridni“ typ protilatek
cilicich na gp120 epitopy V3 smycky, a to protilatky vazici protein-glykanové epitopy
rozpoznavané bnAbs PGT121 a PGT126, které¢ byly v nasi laboratofi také vybrany jako
molekularni cile pro selekci mimikujicich Myomedind. Spolecné s protilatkami
specifickymi pro epitopy CD4-vazebného mista na gp120 a pro MPER proteinovy region
gp4l patii tyto protilaitky k nejucinnéj§im z hlediska neutralizacniho potencidlu.
Dilezitym faktorem pro vyvoj vakcin zalozenych na proteinech mimikujicich epitopy
gp120 glykanti je vSak diverzita gp120 a inserce/delece glykant jako reakce na selek¢ni

tlak imunitniho systému.>®
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2.1.6 Siroce neutralizujici protilitky bnAbs

Po infekci virem HIV-1 se po 2-4 tydnech vyviji net¢inné, ne-neutralizujici volné
protilatky proti gp120 a gp41.*?> Neutralizujici protilatky se objevuji v fadu mésict a cili
nejcastéji na variabilni regiony gp120 (V1/V2, V3 loop) a jsou tedy specifické pro danou
variantu viru. Toto umoziuje viru jednoduse porazit tento selekéni tlak skrze mutace.*>*
Dle kritérii pro zafazeni protilatky do kategorie bnAbs mohou tyto protilatky vzniknout
v 10-50 % infekci.**® Skute¢né Gi¢inna odpovéd’ skrze nejlepsi bnAbs se viak vyviji v
fadu jednotek procent infikovanych (,.elite neutralizers®).*” Pravé indukce takovych
ucinnych a Sirokospektrych protilatek je cilem snah o vyvoj preventivni vakciny proti

HIV-1.

Dosud popsané Siroce neutralizujici protilatky proti HIV-1 mohou mit za cil nékolik ¢asti
povrchového Env proteinu. Vizualizace vazebnych mist je zobrazena na obrazku 5.
a) CD4-vazebné misto (protilatky b12, VRCO01, PGV04)
b) MPER region (,,membrane proximal external region*) gp41 (10E8, 4E10, 2F5)
¢) Glykanovy stit (N332 glykan a V3 loop - PGT121, PGT124, PGT126, PGT128,
PGT135 ; N160 glykan a V1/V2 loop — PG9, PGT145 ; glykany rozhrani gp41-
gp120 — PGT151) — typicky interakce jak s glykany, tak s protein. Tyto protilatky
jsou typicky neobvyklé piitomnosti dlouhych CDRH3 regionli slouZzicich

k priiniku glykanovym $titem k dosaZeni vazby s Env proteinem.**
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Obrazek 5 — Vazebna mista Env proteinu (gp41+gp120) HIV-1 pro Siroce neutralizujici
protilatky. Prevzato.®

Piehled bnAbs z hlediska pokryti variant HIV-1 a neutralizac¢ni efektivity je zobrazen na

obrazku 6.
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Obrazek 6 — Prehled Siroce neutralizujicich protilatek proti HIV-1 z pohledu pokryti
variant viru (osa Y) a medianové ICz (osa X). Pfevzato.®

Specidlni pozornost je v této praci vénovana protilatce 10ES8, kterd byla vyuzivana
v praktické ¢asti této prace. Neutralizacni Sife (procento virti neutralizovanych alespon
z 80 % pii maximalni koncentraci protilatky 50 pg - ml~1) je u ni nejvyssi ze viech dosud
popsanych protilatek — 97 %. Jeji hodnota ICgy = 2,05 ug - ml~1 je zaroven nejnizsi mezi
dosud popsanymi protiladtkami cilenymi na MPER epitop. Spolecné s absenci
autoreaktivity této protilatky poskytuje jeji schopnost neutralizovat vétSinu typl viru a

nizk4 G¢inna koncentrace idealni cil pro snahy o vyvoj vakciny proti HIV-1.43

Tato protilatka specifickd pro epitop MPER oblasti gp41 ma slabou afinitu k nativnimu
trimeru viru a pifedpokladd se, Ze neutralizuje skrz vazbu fuzniho intermedidtu
zformovaného po vazbé€ viru na CD4 receptor obdobné jako protilatky 2F5 a 4E10 cilici
také na MPER.*->° Ditkazem pro tuto vazebnou zavislost je i pozorovana zesilena vazba

Env proteinu se séry po imunizaci mysi variantami MLA po introdukci volného CD4

receptoru.’!
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2.2 Mimikujici proteiny

2.2.1 Malé proteiny a jejich vyuziti

vvvvvv

indukce imunitni odpovédi skrze Siroce neutralizujici protilatky, které jsou tvotfeny tzv.
»elite neutralizers®, vzdcnou podmnozinou pacient schopnych tvofit efektivni protilatky
schopné neutralizovat Siroké spektrum moznych typt viru. Kli¢ovym krokem pro umélou
indukci a zesileni imunitni odezvy tohoto typu je vytvofeni vakciny, ktera by obesla
inherentni nizkou imunogenicitu virovych epitopt a vybudila imunitni odpovéd’. Moznou
odpovédi na otazky spojené s vyvojem by byla nové navrzena strategie imunizace

proteinovymi scaffoldy mimikujicimi povrch virovych epitopti.

Proteinové scaffoldy jsou odvozeny od stabilnich, typicky lidskych ¢i bakterialnich
proteini. Maji konstantni regiony, tedy konzervované sekvence aminokyselin tvofici
stabilni terciarni strukturu a vyty€ené variabilni pozice, ve kterych muze dochazet
k aminokyselinovym zdménam bez zmény terciarni struktury a idedlné¢ stability. Diky
témto zdménnym aminokyselindm je mozné vygenerovat kombinatoridlni knihovny
obsahujici velké mnozstvi variant, které mohou byt selektovdny pro své vazebné
schopnosti na urceny cil. Cilem této snahy je myj. ziskat specificky vazajici, afinni, stabilni
a in vivo dobfe tolerované proteiny, které mohou byt snadno produkovany
rekombinantnimi metodami. Diky Sirokému potencialu vyuziti dnes existuje scaffoldii

cel fada, vyznamné jsou scaffoldy Affibody, Anticalin, DARPin a mnohé dalsi.>
Cely koncept konkrétni aplikace proteinovych scaffoldl pro vyvoj vakciny proti HIV-1

je ve zkratce popsatelny, pro konkrétni piipad scaffoldového proteinu ABD, na obrazku

7.
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Obrazek 7 — Schéma tvorby a vybéru epitopy mimikujicich proteinti zaloZenych na
scaffoldu ABD. Pievzato.™

Je vytvotena komplexni proteinova knihovna moznych vazebnych proteinti zaloZenych
na proteinovém scaffoldu s nckolika proménnymi aminokyselinami a stabilnim
aminokyselinovym ,,jadrem* udrzujicim terciarni strukturu a stabilitu. Jako cil pro selekci
(napf. metodou ribosomalniho displeje) je vyuzito imobilizované monoklonalni
protilatky. Pro negativni selekci je pouzito smési protilatek stejného isotypu. Po n¢kolika
kolech selekce je uvolnéna mRNA, reverzni transkripci pfepsana na DNA a vlozena do
plasmidd. Na zakladé takto ziskanych proteinti, schopnych vazat cilovou protilatku, jsou
provedeny dalsi selekce na zdkladé pomérti vazebnych afinit k cilové a isotypové
protilatce. Vybrané varianty jsou charakterizovany z hlediska detailnéji stanovenych
vazebnych afinit. Mohou byt déale upravovany pro zvySeni stability, naptiklad introdukci
nahodnych bodovych mutaci ¢i cilenou zdménou aminokyselin, a dale analyzovany.
Nejlepsi vysledné varianty jsou testovany in vivo z hlediska indukce protilatek
neutralizujicich pseudoviry HIV-1. Timto krokem prob&hne zaroven dalsi selekce, ktera

jiz vybere proteiny s prokézanou biologickou aktivitou.
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Jako dikaz funk¢nosti zminéného konceptu slouzi né¢kolik in vivo experimentl
provedenych v nasi a spolupracujicich laboratotfich. Pro vazebné proteiny zalozené na
ABD scaffoldu (VRAO17, VRAO019, VRA177) mimikujici epitop protilatky VRCO1
bNADb bylo prokazano, Ze mysi po aplikaci VRA proteinti produkuji virus neutralizujici
séra, kterd byla testovana na panelu pseudoviri HIV-1. Zminéné vazebné proteiny
zaroven v in vitro experimentech prokazuji dobrou vazebnou afinitu a specifitu, dobrou
stabilitu a stabilni terciarni strukturu. Tti imunizace mysi ABD vazebnymi proteiny
VRAO17, a VRA177 vedly prokazatelné k neutraliza¢ni schopnosti mySich sér proti
vybranym pseudovirm a k vyvoji protilatek vazajicich gp120. Toto ptfineslo dikazy pro
moznou funkénost vySe popsaného kontextu vyuziti mimikujicich proteinti k vybuzeni

imunitni odpovédi proti HIV-1.%3

2.2.2 Myomedin

Proteinovy scaffold Myomedin vychédzi z domény 10 lidského svalového proteinu
myomesin-1. Tato doména byla vyuzita k vyvinuti malého vazebného proteinu zvané¢ho
Myomedin pro generovani knihoven vazebnych variant s aminokyselinovymi zdménami

na smyckach predstavujici nestrukturované useky mezi (3-listy.

Tento maly vazebny protein ma 111 aminokyselin, je bohaty na (-listy a mé jeden
terminalni a-helix. Pozice aminokyselinovych zdmén byly vybrany na zéklad¢ in silico
screeningu mutaci se sledovanim zmén volné energie po mutaci aminokyselin. Tato
knihovna je v soucasné dob¢ vyuZivana pro generovani vazebnych proteinil pro vazbu do
variabilnich oblasti Siroce neutralizujicich protilatek proti HIV-1, PGT121, PGT126,
10ES.

Cilem bylo najit ty vazebné varianty, které budou mimikovat epitopy téchto

neutralizujicich protilatek. Struktura Myomedinu je zobrazena na obrazku 8.
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Obrazek 8 — Struktura proteinového scaffoldu Myomedin. OranZov¢ jsou vyznaceny
B — listy, modie a — helix, hnéd¢ nestrukturované useky a ohyby. Aminokyselinové
zdmeény jsou oznaceny ¢ervenymi koulemi.

Myomedin je vhodny pro rychlou ptipravu G€innych vazebnych proteini pro diagnostické
i terapeutické ucely. Pfedpoklada se, ze vzhledem k endogennimu charakteru proteinu by
m¢él byt lidmi dobfe tolerovan (sam o sobé by idealné nemél byt imunogenni). Teoreticka
komplexita knihovny pfipravené na zikladé aminokyselinovych zamén je 2-10'°

variant.>!
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3 Cile prace

Cilem in vitro experimentalni ¢asti této prace bylo nejprve separovat, produkovat a vybrat
proteiny kodované plasmidovymi DNA ziskanymi selekci z kombinatoridlni knihovny,
na zakladé rozdilu vazebné afinity k 10E8 protilatce a isotypové kontrole IgG A. Po
vybéru nejlepsich proteinti byla cilem jejich produkce, purifikace a zakladni biofyzikalni

charakterizace.

Motivaci pro in silico Cast této prace bylo ziskani atomistického pohledu na vazbu
v komplexech MLA-10E8 s experimentalné zkoumanymi MLA proteiny, vysvétleni
mechanismu mimikovani vazby MPER-10E8 a ziskani fyzikalné-chemickych udaji o
vazebnych silach. Soucasti prace bylo vyvinuti protokolu, ktery by dokézal poskytnout
teoretické vysledky o dostate¢né spolehlivosti i za absence ovétujicich experimentalnich

dat.
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4 Material a metody

4.1 In vitro Experimentalni ¢ast

4.1.1 Pouzité pristroje a material

4.1.1.1 Pristroje

Nézev a popis

Vyrobce

Popis

0,22 um filtr + aparatura na vakuovou filtraci

Allegra X-22R Centrifuge
Avanti J-26S XPI

Bioer ThermoCell MB-102

Bio-Rad PowerPac Basic

Boeco BPS 51
Chirascan Plus

Epoch 2 Microplate spektrofotometr
GE AKTA Purifier 10 FPLC
Herolab UVT-20M

IKA RCT basic

Incu-Shaker 10LR

Labnet Prism R Microcentrifuge
Microfuge 22R centrifuga

Misonix 3000 + sondy

Monolith
NT.115
MR-1 Mini Rocker-Shaker

microscale

NanoDrop One
N-Biotek Shaking Incubator NB-205

Nunc-Immuno MicroWell Polysorp deska

Nuve EN120

P-Lab PV-1

Prometheus NT.48
Superdex 200 10/300 GL
Tecan HydroFlex
Vivaspin 4 5000 MWCO
WPA Biowave 11
Zetasizer Nano ZS90

Zetasizer Ultra

thermophoresis

Beckman Coulter

Beckman Coulter
Bioer

Bio-Rad
Boeco
Applied
Photophysics
BioTek

GE

Herolab

IKA
Benchmark
Labnet
Beckman Coulter

Misonix
Nano Temper

Biosan

Thermo Scientific
N-Biotek
Sigma-Aldrich
Nuve

P-Lab

Nano Temper
Sigma-Aldrich
Tecan

Sartorius
Biochrom
Malvern Panalytical

Malvern Panalytical

Centrifugace 15/50 ml zkumavek
Ultracentrifugace

Inkubace mikrozkumavek pro transformace a SDS-
PAGE

Zdroj pro SDS-PAGE elektroforézu

Laboratorni vaha
CD Spektrometr

Spektrometr na éteni ELISA desek

HPLC Chromatograf

UV iluminator geli

Magneticka michacka s regulaci teploty
Inkubator pro vétsi objemy

Centrifugace mikrozkumavek

Centrifuga na mikrozkumavky s chlazenim

Lyze bunék ultrazvukem
MST s fluorescenénim znacenim

Orbitalni tfepacka

UV-VIS kapkovy spektrometr

Inkubace mensich objemt média s tfepanim
96 jamkova deska pro ELISA s plochym dnem
Inkubace Petriho misek

Vortex pro michani

DSF Spektrometr

Kolona pro gelovou permeacni chromatografii
Promyvani 96 jamkovych desek

Kolony pro koncentrovani proteint
Spektrometr

DLS Spektrometr

MADLS Spektrometr
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4.1.1.2 Protilatky, enzymy, vektory a buiiky

Nazev Vyrobce Koncentrace / specifikace
Anti-HIV-1 gp4l monoklonalni

. NIH AIDS Reagent Program (#12294) 1 mg/ml
protilatka 10E8
Anti-V5 tag s HRP konjugovana

) AbCam 1 mg/ml

polyklonalni protilatka
BamHI-HF restriktasa NEB 20000 jednotek / ml

BL21(ADE3) E.coli kompetentni buriky Vlastni
BL21(ADE3)pBirA E.coli kompetentni

Vlastni
buriky s birA genem
DNA Ligasa T4 NEB
Lidské IgG1 s A lehkym fetézcem Sigma-Aldrich 1 mg/ml
Ncol restriktasa NEB 10000 jednotek / ml
pET-28b vektor Novagen Mapa sekvence uvedena na obrazku 9.
XL-1 Blue E.coli kompetentni buiky Vlastni V pufru PBS, 1 M MgCl,, 1 M MgSOs,,
(5827 . 5848) FloriR T7 Term (69 .. 87)
(5702) Dralll | ‘PaeR7I - PspXI - Xhol (158)

_Eagl - Notl (166)

<~ _Hindlll (173)

- Sall (179)

——— Eco53kl (188)
Sacl (190)

~  BamHI (197)

(5615 .. 5636) Flori-F |

(5574) Psil __ \ |

LB W
S minator [ 1o
S BxHis s

pET28b::mAID
1 5944 bp

—— BbvCl (555)
— SexAl * (628)

— BseRl (753)
~ Bsal (7394)
Ncol (871)
Xbal (910)

(5001) AsiSl - Pvul

T7 (942 ..961)

_Bglil (976)
._Sgral (1017)
N

N
&

(4692) BspDI - Clal _
(4643 .. 4662) Kan-R —_
(4658) Nrul ——

(4559 .. 4578) pENTR-R —

360

35

o

fact promoter S N

\‘\‘pBF\rngam (1045 .. 1064)
sphl (1173)

 BstAPI (1381)

~ \LacH (1367 .. 1386)
(4347) Acul —

— Mlul (1698)

(4215) AlwNI “Bcli* (1712)
(3972) BssSal

(3940 .. 3959) pBR32Z20ri-F ——
(3799) Peil —_

(3689 .. 3706) L4440 -

(3683) BspQl - Sapl —
(3603) Tatl ——

(3587 .. 3606) pRS-marker ~

(3570) BStZ171 | ‘
(3544) PfIFI - Tth111l

(3424 .. 3446) pGEX 3'

" BstEll (1879)
NmeAlll (1904)

. EcoRV (2148)
Hpal (2204)

\ PshAl (2543)
Fspl - FspAl (2780)

Obriazek 9 — Mapa sekvence plasmidu pET28b. Prevzato.>
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4.1.1.3 Pufry, média a ostatni roztoky

Nazev

Vyrobce/specifikace

5% kone. redukujici roztok pro
SDS-PAGE

6x konc. nanaSeci roztok pro
DNA elektroforézu

10x Cutsmart pufr

10x T4 DNA Ligase pufr
Agarové zivné médium na misky
Akrylamidovy zasobni roztok
Anodovy pufr

Biotin

Bradfordiv roztok

Coomasie R-250 barvivo

Chloramphenicol zasobni roztok
Ethidiumbromid

Kanamycin zasobni roztok
Katodovy pufr

LB médium

LB+kan

Ni-NTA matrice (Qiagen Ni-
NTA agarose)

PBS pufr

PBS-T pufr

PBS-T-BSA pufr

Precision Plus Protein™ All
Blue Prestained proteinovy
standard

Precision Plus Protein™ Dual
Color proteinovy standard

SDS-PAGE gel

TAE pufr

TMB-Complete 2 substrat pro
HRP reakci

TN Pufr

TNIs0 eluni pufr

TNI,y promyvaci pufr

Vazebny pufr ELISA
Zastavovaci roztok ELISA

10 % w/v SDS; 20 % v/v glycerol; 0,2 M Tris-HCI pH 6,8; 0,05 % w/v bromfenolova modf;
10 mM (B-merkaptoethanol
3 ml glycerol; 3 ml 0,5 M EDTA; 3 mg bromfenolova modf; 3 mg xylenocyanol; 4 ml H,O

NEB

NEB

35 g agarosy v 1 1 LB média.

200 ml, 60 g akrylamid, 1,6 g bis-akrylamid

24,22¢g Trizma-base na 1 1; uprava HCI do pH 8,9

5 mM D-Biotin rozpustény v 10 mM Bicinovém pufru, pH 8,3

25 ml EtOH; 50 mg Coomasie Brilliant Blue G-250, 50 ml konc. H;PO,; do 500 ml H,0;
filtrace sloZzenym filtrem

50 mg Coomasie Brilliant Blue G-250; 3 ml konc. HAc; do 1 1 H,O; filtrace ptes papirovy
filtr

30 mg/ml v EtOH

1 % vodny roztok

60 mg/ml

12,1 g Trizma-base; 17,9 g tricin; 1 g SDS do 1 1 vody

1 % Trypton; 0,5 % kvasinkovy extrakt; 1 % NaCl; 0.1 % D-glukosa; pH 7,0 upravené
pomoci NaOH

LB médium + 60 pg - ml~! kanamycin

Qiagen

137 mM NaCl; 2,7 M KCl; 10 mM Na,HPO,; 1,8 M KH,PO,; pH 7,4
PBS pufr s pfidanym 0,05 % (w/v) Tween-20; pH 7,4

PBS-T pufr s pfidanym 1 % (w/v) BSA; pH 7,4

Bio-Rad

Bio-Rad

12,5 % spodni gel (1,6 ml H,O; 2,07 ml zas. akrylamidovy roztok; 1,25 ml 1.5 M Tris-HCl
pH 8.8; 50 ul 10 % SDS; 12,5 pl 25 % APS; 12,5 pl TEMED)

Zaostiovaci svrchni gel (1,23 ml H,0; 0,27 ml zas. akrylamidovy roztok; 0,2 ml 1.5 M Tris-
HCI pH 8.8; 60 pl 10 % SDS; 20 ul 25 % APS; 5 ul TEMED)

4,84 g Tris-base; 1,142 ml konc. HAc; 20 ml 0,5 M EDTA; do 1 1 H,O.

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

Tris-base 300 mM; NaCl 50 mM; pH 8,0 upravené HCI

TN puft s pfidavkem 250 mM imidazolu

TN pufr s pfidavkem 20 mM imidazolu

100 mM Na,CO3/NaHCO3, pH 9,6 upravené pomoci NaOH
2M H,S0,
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4.1.1.4 Kity

Nazev Vyrobce

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit ~ Qiagen

4.1.1.5 Internetové servery, aplikace

QtiPlot-0.9.8.9%
Webovy server ExXPASy ProtParam>®

Webovy server UniProt’

4.1.1.6 Proteinové sekvence

His-MLA092-V5

MGSSHHHHHHSSGKSELAVEILGKGQVRFWMQAEIMWGNAKVNYIFNEKEIFEGPKYKMHIDPSWGIIEMFMEKLQDEDEGTYTFQLQIVTPLNHST
VVLVGDVFKKLQKEAEFQRQEWIRKQGGSGKPIPNPLLGLDST

E. coli Hsp70 / DnaK chaperon

MGKIIGIDLGTTNSCVAIMDGTTPRVLENAEGDRTTPSIAYTQDGETLVGQPAKRQAVTNPQNTLFAIKRLIGRRFQDEEVQRDVSIMPFKIIAADNGDA
WVEVKGQKMAPPQISAEVLKKMKKTAEDYLGEPVTEAVITVPAYFNDAQRQATKDAGRIAGLEVKRIINEPTAAALAYGLDKGTGNRTIAVYDLGGGTFD
ISIIEIDEVDGEKTFEVLATNGDTHLGGEDFDSRLINYLVEEFKKDQGIDLRNDPLAMQRLKEAAEKAKIELSSAQQTDVNLPYITADATGPKHMNIKVTRAK
LESLVEDLVNRSIEPLKVALQDAGLSVSDIDDVILVGGQTRMPMVQKKVAEFFGKEPRKDVNPDEAVAIGAAVQGGVLTGDVKDVLLLDVTPLSLGIETM
GGVMTTLIAKNTTIPTKHSQVFSTAEDNQSAVTIHVLQGERKRAADNKSLGQFNLDGINPAPRGMPQIEVTFDIDADGILHVSAKDKNSGKEQKITIKASS
GLNEDEIQKMVRDAEANAEADRKFEELVQTRNQGDHLLHSTRKQVEEAGDKLPADDKTAIESALTALETALKGEDKAAIEAKMQELAQVSQKLMEIAQQ
QHAQQQTAGADASANNAKDDDVVDAEFEEVKDKK
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4.1.2 Postup prace

4.1.2.1 Transformace bakterialnich bunék

K transformaci kompetentnich bun¢€k E. coli byl pouzit vzdy standardni postup, kde k
25 ul bunééné suspenze byl piidan 1 pl roztoku plasmidové DNA o piiblizné koncentraci
100 ng - ul~1 (v pufru 10 mM TRIS, pH 8,0) nebo 5 ul DNA po ligaci ke 100 pl bunééné
suspenze E.coli XL1-Blue. Tato smés byla ponechana po dobu 15 minut v drceném ledu.
Po této inkubacni period¢ prob¢ehl teplotni Sok vlozenim zkumavky s transformacéni smési
do predehtatého termobloku o teploté¢ 42 °C po dobu 45 s. Nasledné byla zkumavka
vyjmuta a ponechana 5 min v drceném ledu, poté bylo ptfidano alesponi devitindsobné
mnozstvi média LB, typicky 900 pl na 100 pl bunécné smési, v ptipad€ mensich alikvot
500 pul LB na 25 pl bunééné smési a smes byla inkubovana po dobu 1 h za stalého tfepani
pfiteploté 37 °C. Po této inkubaci byla smés rozetfena na agarovou misku s kanamycinem
(cca 250 pl bunééné smési na misku). V ptipadé vétsiho mnozstvi transformaci variant
urcéenych pro produkci v BL21(ADE3)

¢i BL21(ADE3)pBirA byla transformac¢ni smés centrifugovana pii 15 000xg po dobu 1
min. Byla odstranéna ¢ast supernatantu a ve zbylém objemu (cca 50 pl) byla bakterialni
peleta suspendovana a nanesena na agarovou misku s kanamycinem (60 pg-ml™1) a
chloramfenikolem (30 pg - ml~!). Agarové misky byly ponechény inkubaci pfes noc pii

37 °C.

Plasmidovd DNA kodujici His-MLA-Avi konstrukty MLA102 a 139-190 byla
tranformovana do BL21(ADE3)pBirA bakteridlnich bunék.

4.1.2.2 Produkce proteinii pro plosSnou selekci

Bakteridlni kolonie z agarové misky byly pieneseny do 0,5 ml LB média ve 2 ml
zkumavkach a suspendovany mirnym vortexovanim. Po dobu 2 h byly inkubovany za
stalého tfepani pii teploté 37 °C. 100 pl suspenze bylo ptfeneseno do 5 ml LB média
s kanamycinem v 50 ml centrifuga¢nich zkumavkéch, nasledovala 2h inkubace. Pro
indukci exprese biotinylovaného proteinu byl pfipraven roztok obsahujici 5 mM biotin a

100 mM IPTG, tento roztok byl pfidan do kultur po 2 hodinach inkubace v objemu 55 pl
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do 5 ml kultury (typicky 50 pl SmM biotinu a 5 pl 1M IPTG na 5 ml kulturu). Pro zvysené
provzdusnéni byla vicka zkumavek castecné povolena. Bakteridlni kultury byly tiepany
pti 22 °C ptes noc. Zkumavky s kulturami byly centrifugovany pti 4500%g, 4 °C po dobu

15 min.

Byl odstranén supernatant a pelety byly suspendovany v 5 ml TN pufru. Bunky byly
lyzovany sonikaci (Qsonica, USA) po celkovou dobu 1 min, kde se cyklicky stfidalo
20 s pulsu a 10 s chlazeni pti vykonu 5W za soucasného chlazeni zkumavky drcenym
ledem a vodou. Suspenze byla centrifugovéna po dobu 20 min pii 40 000xg v Avanti

centrifuze.

4.1.2.3 SDS-PAGE elektroforéza

Obecny postup SDS-PAGE elektroforézy byl nasledujici. K 1-15 pl vzorku byl vzdy
pridan 5x tfedény redukujici roztok pro SDS-PAGe. Vzorky byly po dobu 10 min
zahtivany pti 95 °C v termobloku, nasledné byly injekei preneseny do jamek SDS-PAGE
gelu. Do jedné z jamek byl ptfidan 1 pl standardu Precision Plus Protein (bud’ All Blue,
nebo Dual Color verze). Vnitini strana aparatury byla naplnéna po okraj katodovym
pufrem, vngj$i strana pak po rysku anodovym pufrem. Elektroforéza byla provadéna pii

konstantnim napéti 150 V.

Po provedeni elektroforézy byly gely vynaty z aparatury a v destilované vod¢ zahtivany
mikrovlnou troubou do dosazeni varu. Voda byla vyménéna a postup byl zopakovan,
celkové probéhly vzdy 3 opakovani. Gely byly ponofeny do Coomasie R-250 barviva,
znovu povareny a ponechdny tfepani na orbitalni tfepacce do uspokojivého vybarveni.
Barvivo bylo nahrazeno vodou a gel byl opét 3x povaren. Po poslednim povateni byl
ponechan ve vodé a tfepan na orbitalni tfepacce do uspokojivého odbarveni. Takto

ziskany obarveny gel byl skenovan ¢i vyfocen.

Ze vSech roztoki proteinti uréenych pro plosnou selekci bylo odebrano 5 pl, ptidano bylo

po 1 ul redukujiciho barviciho roztoku.
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4.1.2.4 ELISA, plosna selekce z proteinové knihovny

Popsan je obecny postup metody ELISA, spole¢ny vSem analyzdm. Imunoadsorp¢ni
desticka NUNC Polysorp (96 jamek) byla pokryta protilatkami, 10E8 IgG a kontrolni
izotopovou protilatkou IgG A, nafedénymi ve vazebném pufru do vysledné koncentrace
5ug-ml™?! tak, aby na kazdou pouZivanou jamku desky piipadalo 80 pl roztoku. Dle
schématu experimentu bylo vzdy naneseno po 75 pl téchto roztokti do korespondujicich
jamek. ELISA deska byla ve tm¢ a pfi pokojové teploté ponechana inkubaci po dobu 2 h.
Deska byla promyta roztokem PBS-T pomoci promyvacky Tecan HydroFlex.
Nasledovalo blokovani neobsazenych vazebnych mist jamek pomoci 300 ul PBS-T-BSA
a 2 h inkubace pfi pokojové teploté za neptistupu svétla. Deska byla promyta. Poté byly
naneseny analyzované proteiny v roztocich o objemech 75 pl. Piipadné kontrola vazby
na BSA byla vtomto kroku provedena vynechanim piidavku proteinu do konkrétni
jamky. Po 1h inkubace a promyti byla nanaSena detekéni protilatka ¢i streptavidin-HRP,
vzdy 10 000 x fedénd v PBS-T-BSA a pienesena do vSech jamek po 75 pl. Nasledovala

1 h inkubace a promyti.

Detekce probihala spektrometricky. Bylo ptidano 100 pl TMB-Complete 2 substratu,
poté nasledovala 5-15 min inkubace (v zavislosti na sile signalu). Barvici reakce byla
zastavena 2 M roztokem H,SO, a byly odecteny signaly jednotlivych jamek (absorbance
pfi A =450 nm) pomoci Epoch 2 spektrometru. Statistickd analyza a vizualizace

probghla pomoci softwaru QtiPlot.>

Pro tcely plosné selekce byly proteiny pro tfeti krok ELISA analyzy pfipraveny tak, ze
bylo vzdy 15 pl supernatantu ziskaného centrifugaci fedéno ptenesenim do 500 pl PBS-
T-BSA, kazdy vzorek lyzatu byl pipetovan v tripletech po 75 pl na jamku vcetné

kontrolnich jamek s izotopovou kontrolou IgG A a negativni kontrolou BSA.

Na zakladé€ ziskanych pomérit mezi vazbou na 10ES8 a kontrolni protilatku IgG A byly
vybrany nejlepsi klony, které byly identifikovany sekvenaci jejich plasmidové DNA
(servisni stfedisko BIOCEV, PiF UK) a takto vyselektované sekvenéni varianty byly déle

charakterizovany.
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4.1.2.5 Zaména C-terminalniho Avi-tagu za V5-tag

Plasmidy kodujici varianty Myomedinu MLAO14, MLAO15, MLAO16, MLA024,
MLAO025, MLA045, MLA072, MLA079, MLA092, MLA093, MLA132, MLA158,
MLA159 v konstruktech His-MLA-Avi byly vloZeny (viz kap. 4.1.2.1) do bun¢k E.coli
XL1-Blue. Ziskané bakteridlni kultury byly odebrany a pfeneseny do 5 ml LB+kan a
péstovany za stalého tfepani pres noc pii 37 °C. Ziskana bakterialni kultura byla pouzita
pro extrakci plasmidové DNA pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit Kitu podle
priloZzeného protokolu. Eluce byla provedena piidanim 50 pl elu¢niho pufru (soucasti
kitu).’® Pomoci spektrometrického méfeni absorbance pti A = 280 nm a A = 260 nm na

Nanodrop spektrometru byly naméfeny koncentrace jednotlivych izolovanych plasmidii.

Pro stépeni DNA byly pfipraveny reakéni smési obsahujici 27 pl plasmidové DNA, 3,1
ul 10x CutSmart pufru, 0,5 pl roztoku restriktasy Ncol a 0,5 pl roztoku restriktasy
BamHI-HF. Smési byly inkubovany po dobu 2 h pii teploté 37 °C v inkubatoru. Stépené
smési (31 pl) byly smichény s 5 pl nanaseciho roztoku pro DNA a byly pipetovany do
jamek 1 % agarosového gelu s ptidavkem ethidiumbromidu (2 pl 1% vodného roztoku

na 50 ml gelu). Elektroforéza probihala po dobu 1 h pii konstantnim napéti 80 V.

Na zakladé pohyblivosti v gelu prosviceném UV zafenim byly vybrany prouzky
odpovidajici velikosti insertové DNA. Ty byly vyfiznuty skalpelem a DNA zgelu byla
extrahovana pomoci QIAquick Gel Extraction kitu dle pfilozeného ndvodu.’® Opét byly

spektrometricky naméteny koncentrace DNA diive zminénou metodou.

Do ligaéni reakce o celkovém objemu 20 plbylo pipetovany 2 pl 10x T4 DNA Ligase
pufru, 2 ul $tépeného plasmidu pET-28b (koncentrace obvykle kolem 30-50 ng - ul™?1)
s V5 tagem na 3’-konci expresni kazety, 1 pl roztoku DNA Ligasy T4, a izolovana
insertovd DNA do celkového objemu 20 pl (koncentrace obvykle kolem 20-30 ng - ul™1).
Smés byla ponechana po dobu 1 h pii pokojové teploté. Paralelné byla provedena i

kontrolni ligace, kde insertovou DNA nahradil elu¢ni puft.
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K transformaci bunék E.coli XL-Blue bylo pouzito 5 pl ligacnich smési dle diive
uvedeného protokolu. Pro kazdou variantu byly odebrany z Petriho misky dvé kolonie a
péstovany v 5 ml LB+kan média pti 37 °C ptes noc za neustalého tfepani pti 220 RPM.
Ze ziskanych saturovanych bakterialnich kultur byla izolovana plasmidova DNA, ktera
byla ovétena sekvenovanim (Servisni sttedisko BIOCEV, PiF UK) a dale slouzila jako
zdroj kodujici konstrukty His-MLA-VS5 piedev§im pro transformaci expresnich kment

E.coli pro produkci proteinu.

4.1.2.6 Produkce rekombinantnich proteinii pro analyzy vazebné afinity

Obecny postup produkce proteini pro jejich charakterizaci byl nasledujici. Pomoci
plasmidi kodujicich konstrukt His-MLA-VS5 byla provedena transformace BL21 (DE3)
bunck, které byly selektovany na agarovych miskach s kanamycinem. Po inkubaci pies
noc pii 37 °C bylo vzdy odebrano n¢kolik kolonii, které byly pfeneseny do 0,5 ml LB
média a suspendovany pipetovanim. Suspenze byly inkubovany po dobu 2 h ve 37 °C za
stalého tfepani. Cely objem bakteridlni kultury byl ptenesen do 200 ml LB+kan média
v Erlenmeyerové bafnice. Ta byla uzaviena prodySnym vickem a tfepana pii 37 °C
v inkubatoru. Béhem této doby byla sledovana kazdych 30 min optickd densita pfi
A =600nm (ODsoo) oproti standardu tvofenému c¢istym LB-+kan médiem. Méteni

probéhlo na pfistroji WPA Biowave II.

Po dosazeni ODe00~0,6 bylo do kultur pfidano 100 pl zdsobniho roztoku 1 M IPTG pro
indukci exprese. Ta probihala pfes noc pii 22 °C. Kultury byly centrifugovany pii 4500 x
g po dobu 15 min pii 4 °C. Supernatant byl odstranén a k peleté bylo ptidano 15 ml TN
pufru. Lyze bunck probéhla sonikaci za sou¢asného chlazeni zkumavky v drceném ledu
a vodé¢ pii amplitudé 2,5 odpovidajici vykonu 15W, po dobu 5 min (Cisty Cas sonikace,
celkem 15 min vcetné chlazeni) s cykly 20 s sonikace a 40 s chlazeni. Sonikovany lyzat
bunék byl centrifugovan pomoci vysokorychlostni centrifugy Avanti pfi 40 000xg po
dobu 20 min a chlazeni pii 4 °C a supernatant byl pouZzit na purifikaci proteinu afinitni

chromatografii na Ni-NTA sefarosové matrici.
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Takto byly produkovany varianty MLAO14, MLAO15, MLAO16, MLA024, MLAO2S5,
MLAO045, MLAO072, MLAO79, MLA092, MLA093, MLA132, MLA158, MLA159 a
MyoWT.

4.1.2.7 Purifikace na Ni-NTA agarose

Do 15 ml plastovych kolon uréenych pro gravitacni chromatografii bylo naneseno po 2
ml suspenze matrice Ni-NTA Agarosa (QIAGEN). Po priitoku kapalné faze fritou kolony
byla matrice ekvilibrovana nékolikanasobnym promytim 5 ml TN pufru. Cely objem
centrufugovanych lyzath (supernatantu) ziskanych sonikaci byl pfenesen na kolonu a

pritok byl sbiran zpét do zkumavky. Toto bylo provedeno celkem 3x.

Byla ptipravena 96-jamkova mikrotitracni desti¢ka, do jejichz jamek bylo pipetovano po
90 pl Bradfordova cinidla. Matrice byla nasledné promyvana TNI» pufrem a pritok byl
sbiran vzdy po 10 ul, které byly pfenaSeny do jamek 96-jamkové desky a bylo pozorovano
zeslabujici modré zbarveni indikujici absenci proteinu v protékajicim objemu. Po ztraté

zabarveni Bradfordova Cinidla pritokem bylo promyvéani ukonceno.

Samotna eluce probihala vytésniovanim pomoci TNI2so pufru v 0,5 ml objemech do
ptipravenych mikrozkumavek. Obdobné jako v kroku promyvani bylo pozorovéano
zbraveni Bradfordova ¢inidla a po ztrat€ pozorovaného zbarveni zplisobeného 10 pl
odebran¢ho vytékajiciho eluatu byla eluce vzdy ukoncena. Jednotlivé frakce vcetné

pritokd z promyvacich krokt byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.

Vsechny v predchozim kroku péstované varianty byly purifikovany pomoci afinitini

chromatografie na Ni-NTA agarose.
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4.1.2.8 Analyza vazebné afinity metodou ELISA a pFiprava pro in vivo
experimenty

Pro kazdy roztok purifikovanych MLA proteini véetné MyoWT byla spektrometricky
naméfena absorbance pii A = 280 nm. K vypoctu piiblizné koncentrace proteinu
v roztoku bylo vyuzito teoretickych extinkcnich koeficientt ziskanych pomoci webového
serveru ExPASy ProtParam.>® Molekulov4 hmotnost v§ech konstruktii byla uvazovana na
16 kDa. Imobilizace protilatek 10E8 a IgG A na imunoadsop¢ni desticky probéhly za
identickych podminek popsanych kapitolou 4.1.2.4.

Pro kazdou variantu byla nasledné pfipravena osmi bodova fedici fada v PBS-T-BSA
pufru, jednotlivd fedéni byla na desticku nanaSena v dubletech, jeden dublet pro

imobilizovany 10E8 a druhy dublet pro IgG A.

V prvnim bodé¢ fedici fady odpovidajicim nejvyssi koncentraci proteinu byly vSechny
varianty fedény tak, aby maximalni koncentrace proteinu odpovidala jednotkdm mM. Pak
nasledovalo vzdy fedéni 5% v PBS-T-BSA pufru. Vzniklé roztoky variant ziskané fedici

fadou byly naneseny na desku.

Takto pfipravend deska byla inkubovéana, byly ptidany protilaitky Anti-V5 a bylo
provedeno barveni, detekce a statistickd analyza vysledk. Hodnoty Ky byly zjiStény
prolozenim pribéhu absorbance/koncentrace logistickou funkeci o 4 parametrech

min—-max . v ey . ..
( y =max + ——— ), kde max a min oznacuji maximum a minimum funkce; xo

1+ [%]
oznacuje polohu inflexniho bodu sigmoidy; p oznacuje Hilltiv parametr/sklon). ProloZeni

probéhlo v aplikaci QtiPlot pomoci maxima 1000 iteraci, ,,Scaled Levenberg-Marquardt*

algoritmem s toleranci 0,0001).
Detailni postup experimentii ELISA popisuje kapitola 4.1.2.4.
Pro in vivo testovani byly péstovany varianty MLAO16, MLA024, MLAO025, MLAO045,

MLAO072, MLA079, MLA092, MLA093, MLA132, MLA158 a MLA159. Pé&stovani

probéhlo v 500 ml média dle diive popsaného postupu.
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4.1.2.9 Purifikace SEC

Obdobnou metodou, jakd je zminéna v kapitole 4.1.2.6 byly péstovany varianty
MLA024, MLA025, MLA092 a MLA158 v podobé konstrukti His-MLA-VS5. Obdobné
byl piipraven i protein His-MyoWT-V5. Varianty MLA024 a MLAO025 v objemu 500 ml
LB+kan, MyoWT v objemu 200 ml, MLA092 v 2400 ml. Ziskané bakteridlni pelety byly
vzdy suspendovany v 30 ml TNIyo pufru a sonikovany. Byl odebran 20 pl vzorek tohoto
bakterialniho lyzatu. Takto vzniklych 15 ml smési bylo centrifugovano pii 40 000> g pii
4 °C po dobu 15 min.

Purifikace probihala dvoukrokové¢, afinitni chromatografii nésledovanou gelovou
chromatografii. Prvnim krokem byla purifikace pomoci Ni-NTA Agarosy (4.1.2.7),
provadéna se zménou oproti pfedchozimu postupu. Kolona byla vzdy ekvilibrovana
pufrem TNIy, identickym pufrem, ve kterém byly i roztoky proteinii uréené pro
purifikaci. VSechny frakce vcetné pritoku po nanadSeni na kolonu byly uschovany

v objemech 20 pl. Byly provedeny SDS-PAGE elektroforézy.

Vsechny eluované frakce proteinti byly spojeny a byl pfidan roztok EDTA do vysledné
koncentrace 4 mM. Spojeny roztok byl centrifugovan pfti zrychleni 18 000xg po dobu 10
min pii 4 °C. Odebrany supernatant byl koncentrovan pomoci ultrafiltrace s centrifugaci
na Vivaspin 4 5000 MWCO kolonéch pii 9800xg, 4 °C po dobu 10 min. Po kazdém
stoceni byl roztok promichan opatrnym ota¢enim kolony. Tento proces byl opakovéan,
dokud celkovy objem roztoku v horni ¢asti kolony nebyl ptiblizné 500 pl nebo méné. Jak
koncentrat, tak pritok ve spodni ¢asti kolony byly analyzovany metodou SDS-PAGE
(5 pl koncentrati, 20 pl pratoku).

Ziskany koncentrovany protein byl pfenesen do mikrozkumavky, ve které¢ byl
centrifugovan 10 min pti 18 000xg po dobu 10 min pfi 4 °C. Objem zkumavky byl zjiStén
pfiblizné€ vdZenim v porovnani s prazdnou mikrozkumavkou stejného typu. Byla méfena
absorbance pfi A = 280 nm (oproti pratoku koncentratoru) na zéklade¢ kterych ve spojeni
s teoretickymi extinkénimi koeficienty byly vypocteny hmotnostni koncentrace

koncentrovanych roztoka proteind.
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Druhym krokem purifikace byla gelova permeacni chromatografie s vyuzitim GE AKTA
Purifier 10 systému a Superdex 200 10/300 kolony.

Bylo piipraveno 500 ml 0,22 pm filtrem ptefiltrované, odplynéné destilované vody a PBS
pufru. Filtrace 1 odplynéni probihalo pomoci aparatury pro vakuovou filtraci za stalého
michani magnetickou michackou s michadlem po dobu 1,5 hodiny za mirného zahiivani
(~ 40 °C). Odplynénou filtrovanou vodou byla promyta Superdex kolona (36 ml, pritok
1,0 ml-min~1) v&etné pumpy. Nasledné byla stejné promyta kolona a pumpa
odplynénym roztokem PBS. 0,5 ml néstiikova smycka byla manualné promyta pomoci

10 ml odplynéného PBS z injekéni stiikacky (pozice LOAD).

Hamiltonovou stfikackou byly naneseny vzorky do nastfikové smycky behem stalého
pritoku PBS rychlosti 0,5 ml/min. Vzorek ze smy¢ky byl pfesmérovan do toku na kolonu.
Pomoci UV detektoru byla sniména absorbance pfi A = 280 nm celou dobu pritoku.
Frakce byly sbirany automatickym kolektorem kazdého 0,5 ml (po 6 ml mrtvého objemu
kolony) nebo pii prudkém nartstu ¢i poklesu absorbance. Dle chromatogrami byly
sesbirany frakce obsahujici protein. Kolona 1 aparatura byla promyta destilovanou vodou,

roztokem 20 % ethanolu.

Ziskand data z chromatografie byla vynesena pomoci aplikace QtiPlot a Matplotlib

knihovny jazyka Python.

Na sesbiranych frakcich byla provedena SDS-PAGE elektroforéza. Byly méteny
absorbance vzorkll pfi A = 280 nm a na jejich zdklad¢ (s predpokladem stejného
teoretického absorpcéniho koeficientu u vsSech frakci) byly vypocteny koncentrace
proteinti. Frakce odpovidajici jednotlivym chromatografickym pikim byly
zakoncentrovany ultrafiltraci (viz dfive) do vysledného objemu pfiblizn¢ 500 pl. Tii
charakteristické piky byly oznaceny dle elu¢niho Casu sestupné jako SEES, SEMS a

SELS (size-exclusion-early/middle/late series). Toto znaceni bude dale uzivano.

37



4.1.2.10 ELISA jednotlivych SEC separovanych frakci

Pro jednotlivé frakce (varianty MLA024 a MLAO025) ¢i zakoncentrované roztoky
odpovidajici frakcim chromatografickych piki (MLA092, MyoWT) bylo provedeno
stanoveni vazebnych afinit pomoci metody ELISA. Zaroven bylo provedeno porovnani

se vzorky MLA024 a MLAO025 purifikovanymi pouze pomoci Ni-NTA.

Konkrétni pouzita fedéni pro jednotlivé roztoky proteint jsou uvedena v tabulce 3, ktera
zaroven zobrazuje, které SEC ziskané frakce byly zakoncentrovany a vyuzity v dalSich

experimentech.

Tabulka 3 — Ziskané frakce ML A proteini po SEC purifikaci, jejich zakoncentrovani
(pravy sloupec) a Fedéni pro ELISA experimenty.

Virotein; Vputr (M) Vpufrs Vprenos (W) SEC frakce
MLA024 Ni-NTA [ 5,94 ; 422 320; 106,6 X
MLAO025 Ni-NTA | 15,0 ; 4123 320; 106,6 X
MLAO024 SELS | 1332267 320; 80 5
MLA025 SELS | 285,6 ; 144,2 320; 80 5
MLA024 SEMS | 400 ;0 320; 80 9
MLA025 SEMS | 200; 200 320; 80 9
MLA024 SEES | 138.8; 261 320; 80 24
MLAO025 SEES | 106,6; 2933 320; 80 23
MLA092 SEES* | ** ok 3+4
MLA092 SEMS | 35,6; 284 320; 106,7 9az 12
MLA092 SELS | 160; 160 320; 160 18 a7 25
MLA158 SEES | ** ok 4az6
MLA158 SEMS | ** o 8z 10
MLA158 SELS | ** o 18 a7 22
MyoWT SEES* | ** ok 4+5
MyoWT SEMS | ** o 7a29
MyoWT SELS ok o 18 a7 24

* po zakoncentrovani nebyl ziskéan protein ** nebyl proveden experiment ELISA
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4.1.2.11 Biofyzikalni metody — MS, CD, DLS, MST, DSF

Zakoncentrované¢ frakce proteini z SEC popsané¢ v kapitole 4.1.2.10 byly

charakterizovany biofyzikalnimi metodami.

Frakce MLA024 SELS byla spole¢né s vzorkem purifikovanym pomoci Ni-NTA agarosy
MyoWT podrobena méteni cirkularniho dichroismu oproti ¢istému PBS. (provedeno Dr.
Tatsianou Chernavets v CMS Biocev) na piistroji Chirascan Plus. M¢éteni probéhlo

v roztoku s pufrem PBS s proteiny o pfiblizné koncentraci 0,2 mg - ml™1,

Pro dva z SDS-PAGE gelu SEC purifikovanych frakci His-MLA092-V5 skalpelem
vyfiznuté pruhy proteinti byla provedena LC-MS (MALDI-TOF) analyza s cilem
identifikace proteintli. K analyze sekvenci byly vyuZzity dvé znamé sekvence, odpovidajici
His-MLA092-V5 a bakterialnimu Hsp70 proteinu (ziskané pomoci serveru UniProt)*’.

Samotné méteni nebylo pfedmétem prace autora.

Ziskané frakce byly méfeny metodou dynamického rozptylu svétla (DLS) na homogenitu.
Me¢teni probéhlo v kiemennych kyvetach v objemu 40 pl na pfistrojich Zetasizer Nano

7590 a Zetasizer Ultra v ,,backscatter modu po 120 s temperovani aparatury na 25 °C.

Ve sklenénych kapilarach probéhlo méfeni termostability piistrojem Prometheus NT.48
metodou diferencni skenovaci fluorimetrie pomoci tryptofanti. Byl vyuzit teplotni
gradient zaCinajici na 20 °C, vzristajici o 1,5 °C kazdou minutu do maximalni teploty 95
°C. Intenzita excitacniho zafeni byla zvolena tak, aby byla fluorescenc¢ni emise v mezich

meéteni. Méfeni probihalo ve sklenénych kapilarach s objemy zhruba 4 pl.
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4.2 In silico ¢ast

4.2.1 Proteinové sekvence

Vsechny sekvence popisované v této praci sestdvaji z N-termindlniho 6x-His-Tagu,

samotné myomedinové sekvence a C-terminalniho V5-tagu s kratkym linkerem GS.

6x-His-Tag (13 AK): MGSSH HHHHH SSG

Myomesin (111 AK): KSELA VEILE KGQVR FWMOQA XXXXG NAKVN YIFNE KEIFE
GPKYK MHIDX XXGIl EMFME KLQDE DEGTY TFQLQ XXXXX
NHSTV VLVGD VFKKL QKEAE FQRQE WIRKQ G

Linker-V5-Tag (16 AK): GS-GKP IPNPL LGLDS T

Konkrétni aminokyseliny na ¢ervené vyznacenych pozicich jsou pro jednotlivé varianty

uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 — Aminokyselinové sekvence vazebnych proteini Fady MLA zaloZenych na
proteinovém scaffoldu Myomedinu. Uvedené ¢islovani pozic odpovida celému konstruktu
vCetné tagli 6% His a V5.

Varianta p.34-37  p.63-65 p-89-93
(klastr 1) (Kklastr 2) (klastr 3)

MLA024 LSVF RNT FMLMM
MLAO025 ATPS GHE VILIL
MLA092 EIMW PSW IVTPL
MLA158 WMWW ITL LYYAW
MyoWT EKLS RNT DGKAT
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4.2.2 PouZity software, skripty a baliky

Vizualizace, homologni modelovani, analyza modelii
MODELLER 9.24%

MolProbity (lokalni verze — bali€ek skript)®!

PROPKAZ3 (lokélni verze)®

PyMol 2.0%

UCSF Chimera 1.14%

VMD 1.9.3%

Molekulova dynamika a silova pole

AmberTools20%
GROMACS 2020.3 2a2019.6%7:68

CHARMM36m (Cerven 2020, GROMACS)®
ff99SB” (AMBER)
SIRAH x2.2 20-07 (GROMACS)’!

Analyza vazebnych interakci

g mmpbsa upravena verze’>
GMX_mmpbsa 1.4.2 (balicek skripti)”>
gRINN™

g wham (soucast GROMACS)™
MMPBSA .py (soudast AmberTools20)7

Webové servery
ClusPro2.07"-8!
GalaxyHomomer!#?
GalaxyWEB®
ModRefiner®*

PDB2PQR®S

Visualizace a dalsi

Python, Miniconda3, Matplotlib, Seaborn, Numpy, vlastni knihovna
HYDROPRO#
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Proteinové struktury

2KHO (PDB)¥’

4G6F (PDB)*®

3RBS (PDB)¥

Chaperone protein DnaK (E. coli, AlphaFold)*®°!

4.2.3 Modelovani, selekce a simulace

4.2.3.1 Homologni modelovani, vylepSeni a validace

Strukturni modely vazebnych proteintt MLA s N-terminalnim His-tagem a C-terminalnim
V5-tagem byly ziskdny homolognim modelovanim s vyuziti softwaru Modeller skrz
rozhrani v UCSF Chimera. Konkrétni sekvence proteinti (viz tabulka 4) byly pouzity pro
vyhledani templata z databaze PDB pomoci algoritmu BLAST.

K vybudovani modelll byl pouzit jeden templat, dostupny v PDB databazi pod kédem
3RBS.* Bylo vytvorfeno po péti modelech na protein, z nichz byl vybran vzdy nejlepsi

model dle nejvice negativniho zDOPE skore a dle vizualni inspekce.

V UCSF Chimera byly vygenerovany Ramachandranovy vynosy pro kazdy z vybranych
modeld, které byly pouZzity pro dalsi kontrolu kvality modelli pomoci kontroly
dovolenych kombinaci dihedralnich uhli ¢ a Y proteinti. Teoretické hodnoty pKa
aminokyselin vybranych model a hodnoty pH optim stability byly vypocteny pomoci
skriptu ProPka. Pomoci aplikace PyMol byly takto vytvofené homologni modely

vizualizovany.

Takto vzniklé homologni modely (dale ,,prvotni modely*) byly dale podrobeny validaci
pomoci MD simulaci v baliku GROMACs 2020.3. Casovy krok v§ech MD simulaci &inil

6t = 2 fs s ,,constraints* na vazbach zahrnujicich vodik pomoci algoritmu SETTLE.

Struktury byly vlozeny do dodekaedralnich boxi se vzdalenosti ke krajim boxu
minimalné 1.2 nm v systému s PBC. Solvatovany byly pomoci SPC216 modelu vody pod
silovym polem CHARMM36m a modelem vody TIP3P. Probéhla neutralizace ionty
Na* a Cl7, déle bylo pfidano téchto iontd do vysledné koncentrace 0.150 M. Byla

42



provedeny dvé kola minimalizace struktur, prvni pomoci ,,steepest descent* algoritmu do
bodu, kdy byla splnéna podminka E < 1000 k] - mol™! - nm™?! pro celkovou energii
E syst¢tmu. Nasledné¢ byla provedena druhd minimalizace algoritmem ,,conjugate
gradient” do konvergence prabéhu energie. Nasledovala 100 ps ekvilibrace v NVT
souboru s couplingem dvou skupin (protein + ostatni ¢astice) s V-rescale (modifikovany
Berendsentiv) termostaemt s 7, = 0.1 a cilovou teplotou 300 K. Béhem této ekvilibrace
byly atomy proteinové patefe ,,restrainovany* silou 1000 kJ - mol™! - nm™1. Ekvilibraci
predchazelo vygenerovani rychlosti ¢astic pomoci Maxwell-Boltzmannova rozdéleni.

Vsechny dalsi MD simulace obsahovaly identicky teplotni coupling.

Nasledovala 100 ps ekvilibrace v NPT souboru s tlakovym couplingem s Parrinello-

Rahmanovym barostatem s parametrem t, = 2.0 ps a izotermalni kompresibilitou vody

4,5-107° bar~!. Referenéni tlak byl nastaven na 1 bar, komprese byla isotropni.

Vysledné pribéhy energii systémdu, teplot, tlakii a hustot byly pouzity jako kontrola
kvality pfipravy systému na produkéni MD simulaci.

Produkéni simulace byly délky 20 ns. Po téchto simulacich byly zkontrolovany
energetické termy (tlak, potencidl, kineticka energie, objem boxu, hustota roztoku,

geometrické parametry boxu) se statistickym vyhodnocenim ze vSech snimku simulace.

Dale byly kontrolovany geometrické parametry jako jsou RMSD, RMSF, gyraéni
polomér a minimalni vzdalenost k periodickym obraziim proteinu. Na zéklad¢ téchto
kontrol byly vSechny dalsi kroky prace provadény pouze na proteinech, s odstranénim
terminalnich tagl. Z trajektorii byly vybrany konkrétni reprezentativni centroidni

konformace, které slouzily jako vstupni struktury do dalSich krokl (vybér viz déle).

Kvalita modelt vzniklych z vybéru reprezentativnich centroidalnich struktur trajektorii
byla provedena geometrickymi kritérii pomoci baliku MolProbity. Sledovanymi
parametry byly Van der Waalsovské piekryvy atomi, rotamery, Ramachandranovy
parametry dihedralnich Ghld, atypické vazebné tihly a vzdalenosti. Stejnym balikem byl
v ptipad€ vyhodnosti vzhledem k provadénym testlim, tedy pokud takovy zasah vylepsil
geometrii, v ptipadé MLA024 otocen Asn43 o 180° v ose fetézce aminokyselinového

zbytku. Stejna operace byla provedena pro GIn109 MLAO025 a pro GIn86 MLA092.
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Z n¢kolika analyzovanych centroidnich struktur (2-5 struktur) byla vybrana vzdy ta
nejlepsi. Stejna kritéria byla pouzita i pro hodnoceni modelti ziskanych z nasledujicich

krok.

Druhym krokem vylepSovani homolognich modelt bylo dalsi kolo MD simulaci se
vstupnimi strukturami popsanymi vysSe. Simulace byly provadény identickym

protokolem, tentokrét vSak s “restraints” 1000 kJ - mol~ - nm™1

aplikovanymi na hlavni
fetézec proteinu. Po provedeni MD simulaci byly vybrany primémé struktury (nikoliv
centroidni), které byly minimalizovany pomoci diive popsanych minimalizacnich
postupti a opét analyzovany pomoci MolProbity.

V tomto kroku bylo ukonéeno vylepSovani homolognich modelt MLA024 a MLA158
diky dostate¢né kvalité modell. Posledni krok vylepSovani probéhl pouze na variantach

MLA25, MLA92 a MyoWT, které mély atypické vazebné délky nebo uhly lokalizované

v pozicich aminokyselinovych zamén.

Poslednim krokem vylepSovani modela bylo ,,lokélni vylepSovani®. Byly provedeny MD
simulace se zmrazenymi atomy vSech aminokyselin kromé& chybnych cilenych
zaménénych aminokyselin a jejich sousednich aminokyselin, mobilni tedy byla vzdy
specifickd aminokyselina a dva jeji sousedi. Toho bylo docileno pomoci indexovych
skupin GROMACSu a rozdé€lenim struktur na dvé ¢asti, zmrazenou a mobilni. Vstupy
jsou popsany prilohou B 2. Vodiky byly z mrazeni vynechany, jsou feSeny standardné

algoritmem SHAKE. Geometrie zmrazeni byla identicka ze vSech sméri X Y Z.

Z takto provedenych nerovnovaznych MD simulacich byly vybrany opét reprezentativni
centroidni struktury, které byly analyzovany obdobné jako v pfedchozich popsanych
krocich. Vysledné vylepSené homologni modely struktur Myomedinovych variant

MLAO024, MLA025, MLA092, MLA158 a MyoWT byly pouZity v dalSich krocich prace.

Pro kontrolu funkcnosti popsaného protokolu byly vystupni modely MODELLERu
(prvotni modely) vylepSeny pomoci standardnich néstroji — webovych servert
GalaxyWEB a ModRefiner. Na zaklad¢ evidentniho vylepSeni popsanym protokolem
MD simulaci v porovnani s neuspokojivym vysledkem standardnich nastroji byl pro

dalsi prace zvoleny jiZ popsané modely.
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4.2.3.2 Dokovani a prvotni vybér modelt

Byly pfipraveny vstupni struktury pro dokovéni. Jako ligandy byly vyuzity homologni
modely proteini MLAxxx, ziskané v piedchozich krocich. Jako receptor byla vybrana
vytesena struktura protilatkového Fab fragmentu 10E8 v komplexu s nativnim ligandem
MPER, dostupna v databazi PDB pod kodem 4G6F.? Z modelu byly vyjmuty pfitomné
molekuly vody a MPER ligand, ktery byl ulozen zvlast. Fab fragment byl nésledné
zkracen tak, Ze byly odstranény konstantni regiony vyjmutim aminokyselin od
nestrukturovanych fetézcli mezi variabilni a konstantni doménou fragmentu Fab.
V tézkém fetézci byly takto odstranény aminokyseliny Serl13-Lys214, v lehkém pak
GIn108-Glu211. Takto vznikla zkracena struktura (dale 10E8fr.) byla ovéfena pomoci
MolProbity. Ve struktufe MPER peptidu byly pomoci MODELLERu opraveny postranni

fetézce arginint.

Vstupnimi strukturami pro dokovani tedy byly:
a) Receptor — upraveny Fab fragment protilatky 10E8 s odstranénymi molekulami
vody (PDB: 4G6F), dale oznacovan 10ES8fr.
b) Ligandy —homologni modely MLA024, MLA025, MLA092, MLA158, MyoWT,

opravena struktura MPER (nativni ligand)

Dokovéni probehlo dvéma zpisoby:
1) Webovy server ClusPro2 — Ab initio dokovani. Skorovaci mod ,,Antibody
mode*. Vybrano bylo 10 nejlepSich struktur.
1) Webovy server HDock — Ab initio dokovéani kombinované s dokovanim dle

homolognich templati. Vybrano bylo 10 nejlepSich struktur.
ProtoZze vstupnim receptorem byl zkraceny 10ES8fr., bylo u kazdého modelu

zkontrolovéno, zda se ligand nevadZe na nativné neexistujici povrch (vznikly odebranim

¢asti proteinu ze struktury).
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4.2.3.3 Hruby vybér nejlepSich modelti a analyza vazebné afinity

Deset nejlepSich modeld kazdého proteinu ziskanych z ClusPro2 dokovéani bylo
podrobeno 20 ns simulaci podle diive uvedeného protokolu. Ziskané trajektorie byly

analyzovany z geometrického a energetického hlediska, jak bylo jiz popsano drive.

Vysledné pribehy geometrickych parametrii byly vizualizovany pomoci vlastni Python
knihovny, sledovanymi kritérii bylo dosazeni konvergence zakladnich parametrt jako je
RMSD a Rg a absence kontaktl s periodickymi obrazy. Na zéklad¢ ,,primérného Casu
dosazeni konvergence* bylo pro dalsi analyzu vybrano poslednich 5 ns kazdé trajektorie

(snimky kazdych 100 ps, celkoveé 50 snimkit).

Hruby vybér modeld na zakladé vazebné afinity byl proveden metodou MM/PBSA.
Samotné analyzy byly provedeny pomoci dvou aplikaci:
a) Pomoci skriptu MMPBSA.py z balicku AmberTool20 ve spojeni s balikem
gmx MMPBSA.
b) Balickem g mmpbsa s pomoci externiho baliku APBS, upraveného pro funk¢nost

v kombinaci s GROMACS 2020.3. Krok slouzil jako kontrola.

V obou piipadech byly pouZity obdobné parametry — pro vypocet polarnich solvatacnich
energii bylo vyuzito dielektrickych konstant €;nterni = 2, €solvent = 80, €vakuum = 1.

Vypocet nepolarnich solvatacnich energii byl proveden pomoci metody SASA.

Na zéklad¢ vysledk bylo vybrano vzdy nékolik nejlepSich modelti. Na vybranych
modelech byla pomoci MD trajektorii provedena analyza pomoci aplikace gRINN, ze
které byly ziskany matice intermolekulovych interakci. Pomoci vlastni Python knihovny
byly vypocteny “diferencni matice” — procentudlni shody sily a pozice vazebnych
interakci mezi dvéma maticemi intermolekulovych interakci, dle kterych bylo zji§tovano,
jestli nejsou nékteré modely v ramci jednoho proteinu redundantni. Seznam vybranych

modeli je uveden v tabulce 5.
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Tabulka 5 — Modely ziskané dokovanim serverem ClusPro2, vybrané pro dalsi analyzy na
zakladé MM/PBSA analyz vazebné energie v komplexu s 10E8 protilatkovym fragmentem.

Var. MLA024 MLA025 MLA092 MLA158 MyoWT MPER
Modely 2,3,5,6 2,5,8 0,1,8 8 2,6,8 2,6

4.2.3.4 Analyza vazby, vazebné afinity a termodynamickych parametria

Na vybranych modelech byla provedena ,steered MD* s naslednou analyzou
nerovnovazné trajektorie pomoci metody Umbrella Samplingu. Vstupnimi strukturami
pro simulace byly modely vybrané pomoci MM/PBSA s pouzitim gmx MMPBSA
baliku. Tyto struktury byly reprezentovany s ,,coarse-grained* rozliSenim za vyuziti
silového pole SIRAH. Popsany zde budou pouze specifika pfipravy systému, nikoliv
samotny proces, ktery je uspokojivé popsan v publikovaném tutoridlu silového pole a

v souvisejicim &lanku.”>*

Proteiny byly vlozeny do kubickych boxi se vzdalenosti nejméné 2.0 nm od hrany a
délkou vektoru Z 17 nm. Molekuly komplexti byly orientovany podél principidlni osy a
v piipadé¢ potieby rotovany tak, aby osa vazby 10E8fr-MLAxxx/MyoWT/MPER
sméfovala ve sméru osy Z. Do roztoku byly pfidany ionty Nat a Cl~ do neutralizace
proteinu a nasledné do celkové koncentrace 0.150 M. Spravnost pfipravy a orientace
struktury byla vizualn€ kontrolovdna pomoci VMD. Po samotné ptipravé (solvatace,

minimalizace, ekvilibrace) prob¢hla nerovnovazna produkéni MD simulace:

a) 250000 krokt, 6t = 20 fs, celkové 500 ns, PBC ve vSech dimenzich

b) Tlakovy coupling s Parrinello-Rahman barostatem (parametry identické s t€mi
popsanymi kapitolou 4.2.3.1)

¢) Tahani MLA/MyoWT/MPER ve sméru osy Z s “umbrella” potencidlem, rychlosti
10 nm - ns™?! a silou 1000 k] - mol™! - nm~2

d) Analyza poctu kontaktii mezi proteiny béhem trajektorie tahani

Vyslednd trajektorie byla rozdélena na jednotlivé snimky a pro kazdy snimek byla

vypoctena vzdalenost mezi 10E8fr. a vazebnym partnerem. Byly vybrany snimky
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odpovidajici aditivnimu zvySovani vzdalenosti COM-COM proteint (,,center-of-mass-

center-of-mass) o 0.150 nm pocinaje nulovym snimkem.

Pro kazdy z takto vybranych snimkt byl proveden samotny “umbrella sampling”. Pro
tyto kroky byla sniZena rychlost tahani na 0.0 — efektivné byly tedy z hlediska vzdalenosti
téziSt zamrazeny na misté. Kazdy snimek byl ekvilibrovan po dobu 1 ns v NPT souboru
s vyuzitim identickych parametrti jako v predchozich krocich. Nasledovala produkéni
simulace trvajici pro kazdy snimek 10 ns béhem kterych byly sbirany sily ptisobici na

pomyslnou pruzinu udrzujici vzdalenost mezi t€zisti molekul.

Pomoci struktur takto simulovanych snimkl trajektorie a prib¢hil sil piisobicich na
pruzinu byly s pouZitim algoritmu WHAM a statistického vyhodnoceni chyb metodou b-
hist se 100 opakovanimi v 10 blocich vypocteny histogramy pokryti trajektorie tahani
datovymi body a pribéhy funkci PMF podél trajektorie. Vyjimku cinila vzdy prvni
nanosekunda kazdé trajektorie. Pro ziskani AGy,p4n; byly prubehy do vzdalenosti COM-
COM proteini 5 nm analyzovany vlastni Python knihovnou identifikujici minimum
pribéhu odpovidajici navazanému stavu s odliSenim minima od nizké hodnoty zpisobené
nedostateénym vzorkovanim a maxima. Na zdkladé téchto potencidll, aproximujicich
vazebnou energii protein v coarse-grained reprezentaci, byl vybran vzdy jeden nejlepsi

model pro kazdého vazebného partnera.

Obdobné kroky byly zopakovany pro tii vybrané modely 10E8fr.-MLA158 komplexti
(modely 2,3 a 8) s atomistickou reprezentaci pomoci silového pole CHARMM36m.
Ptiprava systémi pro produkcni simulaci probéhla v boxech pfipravenych stejnym
zpisobem jako pro coarse-grained simulace, minimalizace a ekvilibrace prob¢hla
ekvivalentné dfive popsanym atomistickym MD simulacim. Tahani, US a WHAM

probéhlo s identickymi parametry jako pfi coarse-grained simulacich.
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4.23.5 IEM

Z trajektorii vyuzitych pro MM/PBSA analyzu byly vybrany ty odpovidajici modelim
vybranym v pfedchozim kroku. Pfidana byla trajektorie vyfesené struktury 10E8ft.-
MPER, a modelii 6 a 8 stejného komplexu. Trajektorie byly upraveny tak, aby byly
odstranény vlivy PBC a zkraceny o prvnich 15 ns. Takto ziskanych 5 ns trajektorie (500
snimkit) bylo pro kazdy snimek analyzovano pomoci aplikace gRINN vyuzivajici balik
GROMAC:s se silovym polem CHARMM36m. Vysledné datasety byly analyzovany

pomoci vlastni Python knihovny.

Jako dalsi kontrola dokovani a MM/PBSA vybéru bylo provedeno porovnani komplext
10E8fr-MPER vychdazejicich jak z vyfeSené struktury komplexu tak z modelt komplexu
6 a 8. Tyto struktury byly spole¢né s ostatnimi analyzovany ze dvou hledisek, jednak
z pohledu celkovych a energeticky nejlepSich interakci, tak z pohledu konkrétnich

interakci cilicich na experimentalné stanovena diilezita rezidua protilatky 10ES.

4.2.3.6 Kontrola postupu pomoci vyireSené struktury 10E8 Fab-MPER komplexu

Vybrané modely komplexti 10E8fr. — MPER ziskané kombinaci dokovani a MM/PBSA
byly porovnany s analogickou analyzou provedenou na krystalografické vyteSené
struktufe stejného komplexu. Byly porovnany konformace nejdiive z geometrického
hlediska (RMSD hlavnich fetézci ligandli a jejich pozice) pomoci programu UCSF

Chimera. Nasledn¢ bylo porovnani provedeno i z hlediska parovych interakci s 10E8ft.

4.2.3.7 Modelovani tetramerniho ML A024 proteinu

Na zaklad¢ prvotniho homologniho modelu proteinu MLAO024 bylo provedeno
modelovani tetramerni formy MLA024-tetramer. Vysledna struktura byla vizualizovana
pomoci PyMol a UCSF Chimera, pomoci kterého byly vypocteny mozné vodikové vazby
mezi jednotlivymi monomery komplexu. Pomoci aplikace HydroPRO byl vypocten
translacni difuzni koeficient této struktury tetrameru a struktury bakterialni Hsp70 (pdb:

2KHO) a predikce struktury ziskané z AlphaFold databaze.?”%!
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K vypoctim hydrodynamickych vlastnosti bylo vyuzito odhadu reciproké hustoty
proteinu 0,73 ml - g~1, hustoty solventu p = 1,00 g - cm™~3 a teploty 25 °C.%

Struktura byla simulovana MD simulaci po dobu 20 ns pod silovym polem

CHARMM36m.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Selekce proteinovych variant vazicich 10E8 IgG a jejich charakterizace

5.1.1 Uvod

Cely postup vyzkumného projektu zacal vysoce komplexni knihovnou oligonukleotidt
DNA, které nesly genetickou informaci pro Myomedinové varianty s variabilni
aminokyselinovou sekvenci na 12 pozicich. Tyto proteiny byly produkovany in vitro na
ribosomech se zablokovanou schopnosti odpojeni polypeptidového fetézce, tedy
v komplexu protein-ribosom-mRNA. Metodou ribosomalniho displeje s pozitivni selekci
na vazbu protilaitky 10E8 a negativni selekci na isotypovou kontrolu bylo vybrano
mnozstvi potencidlnich vazebnych proteinil, jejichz koédujici mRNA byla reverzni
transkripci prepsana na DNA. Tato DNA pomoci metody PCR vlozena do bakterialnich
plasmid v konstruktech His-MLA-Avi, timto byla vytvofena vyslednd knihovna

selektovanych variant v plasmidu.

Tato plasmidova knihovna byla pouzita k produkei proteinovych variant, z nichz byly
pomoci ELISA dale selektovany ty varianty, které vykazuji preferen¢ni vazbu na 10ES.
Ziskané bakteridlni lyzaty byly podrobeny analyze vazebnych afinit na terovou
protilatku 10ES, na isotypovou kontrolni protilatku IgG A a na protein BSA. Na zaklad¢
ziskanych vysledkli byly vybrany varianty s vyrazné vys$si vazebnou afinitou k tercové
protilatce oproti kontrolam. Sekvence DNA kodujici tyto vybrané varianty byly zjiStény
pomoci Sangerova sekvenovani a tyto Myomedinové varianty postoupily do dalSich kol
selekce. Podrobnéj$i stanoveni vazebné afinity metodou ELISA, tentokrat jiz s
vyuzitim purifikovanych proteind, fedicich fad a stanovenim vazebnych kiivek umoznilo
proteiny setadit na zakladé poméru zjisténych hodnot Kq k ob&éma protilatkam. Nejlepsi
varianty byly molekularn¢ biologickymi metodami pfevedeny do konstruktu s jinym
tagem na C-konci, Avi Tag byla nahrazen V5-tagem a byla opé&t stanovena jejich vazebna
afinita a specifita. NejlepSich nékolik variant bylo produkovano a na spolupracujicim
pracovisti Prof. Mgr. MUDr. Milana Rasky, Ph.D. (Lékatskd fakulta, UPOL) byla

provedena série imuniza¢nich experimentii na mySim modelu, ziskana séra byla pomérné
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podrobné charakterizovana na pfitomnost neutralizujicich protilatek schopnych blokovat
vstup viru do bunky. Experimenty na mySim modelu prokézaly vyznamnou schopnost
fady variant vybudit produkci neutralizujicich sér proti reprezentativnimu panelu
pseudovirti HIV-1. Vysledky této prace byly publikovany.!

Varianty prokazujici nejptiznivéjsi biologickou aktivitu byly vybrany pro dalsi

charakterizace, purifikace SEC i pro in silico experimentalni ¢ast této prace.

5.1.2 Charakter experimentalni prace

Charakter experimentalni ¢asti této prace byl veden nékolika faktory, z nichz nékteré
budou peclivéji rozebirany v dal§im textu. Proteiny péstované a charakterizované v této
praci vychazely z kombinatoridlni knihovny, vybudované na bazi proteinového scaffoldu
Myomedin, ktery sestdva ze 111 aminokyselin znichz 12 je zaménitelnych. Po
nezbytnych molekularné biologickych a biochemickych krocich (selekce variant
z vétStho mnozstvi, zdména terminalnich tagli, exprese a imunochemickd analyza
metodou ELISA) byly varianty zakladné charakterizovany nékterymi biofyzikalnimi

metodami.

HIubsi biofyzikalni analyza proteini z hlediska struktury (vyfeSeni struktur komplext) a
vlastnosti (méfeni vazebné afinity v roztoku) se ukazala byt neuskutecnitelnou, primarné
vzhledem k nizké vytéZnosti produkei, problémim s Cistotou proteinli a se stabilitou
nékterych z nich. Vazebny partner proteini, protiladtka 10E8, je velmi vzacna a potfebna
k provedeni fady experimentll. Problematickd byla v mnoha chvilich 1 moZnost

samotného provadéni experimentll, omezena soucasnou pandemickou situaci.

Alespon ¢ast téchto omezeni se podatilo obejit pomoci teoretickych in silico metod, které
¢ini druhou podstatnou ¢ast této prace. Nyni budou diskutovany vysledky in vitro
charakteru primarné¢ molekularné biologického, biochemického a omezené

biofyzikalniho.
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5.1.3 ELISA, plosna selekce z proteinové knihovny

Z kombinatoridlni knihovny byly metodou ribosomélniho displeje selektovany
proteinové varianty (a jejich korespondujici mRNA) vézici se na 10E8 protilatku. Po
reverzni transkripci na cDNA byly tyto sekvence metodou PCR amplifikovany a posléze
vlozeny do pET28b plasmidi, kterymi byly transformovéany bakterialni buniky XL 1-Blue.
Byla odebrana a kultivovana tada kolonii, z jejichz kultur byly izolovany plasmidové

DNA (tento postup nebyl pfedmétem prace autora a je uvadeén pro kontext).

Tyto plasmidové DNA byly vlozeny do bakteridlnich bunék BL21 (DE3) pBirA
optimalizovanych pro expresi rekombinantnich proteinti s biotinylaci Avi-tagl piimo v
buiikach. Narostl¢ kolonie byly kultivovany, lyzovany sonikaci a ptimo na lyzatech bylo
provedeno stanoveni poméru vazebné afinity produkovanych klonli na 10E8 oproti
kontrolni IgG A metodou ELISA. Experiment byl provadén v triplikatech a s negativni
kontrolou BSA. Koncentrace proteinu v lyzatu nebyla stanovena, proto odhad sily vazby
byl pouze orienta¢ni, avSak pro dany ucel vybéru variant pln¢ dostacujici. Touto metodou

bylo charakterizovano celkem témét 200 kloni.

Vysledky jsou formou sloupcovych grafi vizualizovany na obrazku 10.
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Obrazek 10 — Stanoveni poméru vazby His-MLA-Avi variant na 10E8 a isotypovou
kontrolni protilatku IgG A pomoci ELISA. Experiment byl provadén v triplikatech a chybové
usecky odpovidaji standardni odchylce.

Na zéklad¢ zde zvetejnénych vysledkt i dal§ich byly vybrany klony s pfiznivymi poméry
vazeb. Ty byly ovéteny sekvenovanim a na zakladée toho se vybér klonli zizil na varianty
MLAO14, 015, 016, 024, 025, 045, 072, 092, 093, 132, 158 a 159. N¢které klony
exprimovaly zkraceny protein v diisledku mutaci ménici aminokyselinu na ptedCasny
stop kodon nebo inzerce ¢i delece bazi posunuly ramec ¢teni pfi translaci tak, Ze za timto
mistem nasledovala alternativni ¢tend sekvence ukoncéena pred¢asnym STOP kodonem.
Naptiklad klon MLA167, ktery a¢ ukazuje pfiznivé vazebné signaly v ELISA, obsahuje
posun ¢teciho ramce, avSak vznika funkéni Avi Tag, proto je protein v ELISA detekovan

(Kuchat, ustni sdéleni). Tyto klony byly z dalsi charakterizace vylouceny.
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Po sérii experimentll, kterd prokazala, ze je C-terminalni Avi-tag nevhodny z hlediska
specifity vazby (nepublikované vysledky) byly vSechny varianty pievedeny do
konstruktt His-MLA-V5, které jsou predmétem zbytku této prace.

5.14 Zaména C-terminalniho Avi-tagu za V5-tag

Z namnoZzenych plasmidi kodujicich varianty v konstruktech His-MLA-Avi byla pomoci
Stépeni restriktasami Ncol a BamHI-HF vystépena ¢ast kodujici pfislusSnou variantu

Myomedinu MLA (Ncol-His-MLA-BamHI).

Rozdélené¢ sekvence DNA byly separovany pomoci elektroforézy v agarosovém gelu
v TAE pufru. Inserty byly vyfiznuty skalpelem a izolovany pomoci QIAquick Gel
Extraction Kitu. Takto ziskané useky DNA byly ligovany do pET28b plasmidu, kde na
C-konci expresni kazety byla sekvence kodujici V5-tag (pET-28b-Ncol-BamHI-V5 Tag).
Byla provedena transformace bunék XL1-Blue véetné jedné kontrolni (s ligacni smési
bez obsahu insertu). Vysledkem byla jedina bakterialni kolonie na agarové misce pro

kontrolni ligaci a fadové stovky kolonii na ostatnich miskéach.

Byly izolovany plazmidy pomoci QIAprep Spin Miniprep Kitu a transformovany do
expresnich bun¢k BL21 (DE3).
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5.1.5 Produkce, purifikace proteinii pomoci Ni-NTA agarosy pro analyzu vazebné

afinity

Probéhlo napéstovani bakteridlni kultury, indukce pomoci IPTG, exprese proteint, 1yze

bunc¢k sonikaci a purifikace na Ni-NTA agarose s vyuzitim N-terminalniho His-tagu.

Byla méfena absorbance ziskanych roztokl pti A = 280 nm. Na zéklad¢ predikovanych
extink¢nich koeficientl ziskanych pomoci webového serveru EXPASY ProtParam server
byly vypocteny hmotnostni koncentrace proteinti. Na zaklad¢ ptiblizné molekulové
hmotnosti kazdého proteinu 16 000 Da byly vypocteny molarni koncentrace. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 6. Je tieba zminit, Ze jak tyto vysledky, tak vysledky stanoveni
afinit jsou pfiblizné, extinkéni koeficienty jsou predikované, purifikované frakce navic

obsahuji 1 ur¢ity podil bakteridlnich proteind.

Tabulka 6 — Predikované extinkéni koeficienty (v podobé abs. ekvivalentii), namérené A,gg
a z nich vychazejici koncentrace tretich frakci proteini ziskanych purifikaci na Ni-NTA
agarose.

His-MLA-V5 (fr. 3) var. Abs.ekv.c =1g-dm 3 A,z ¢,/mg-ml™? c¢c/mol-dm3

MLAO014 0,943 5,31 5,63 3,52-107*
MLAO015 1,033 1,00 0,968 6,05-107°
MLAO16 0,945 3,80 4,02 2,51-107*
MLAO024 0,940 0,42 0,447 2,79-1075
MLAO025 0,954 0,14 0,147 9,19-10°°
MLAO045 0,950 1,09 1,15 7,19-107°
MLAO072 0,950 0,27 0,28 1,75-107°
MLAO079 1,29 0,66 0,510 3,19-107°
MLAO092 1,65 0,83 0,503 3,13-107°
MLAO093 1,30 0,70 0,70 3,38-107°
MLA132 1,72 1,10 0,639 3,99-107°
MLA158 2,47 0,15 0,061 3,81-107°
MLA159 1,09 0,25 0,229 1,43-107°

JiZ na té€chto vysledcich lze pomoci koncentraci liSicich se v rozsahu dvou tadd, Ze i ptes
identické podminky proteinové produkce jsou vytézky po purifikacich pomoci Ni-NTA
agarosy znacn¢ odliSné mezi variantami. NejhorSiho vytézku bylo z uvedenych variant

ziskanu u MLAO025 a MLA158, nejlepSiho u MLA014 a MLAO16.

56



Vysledky SDS-PAGE elektroforéz téchto variant dale ilustrujici tyto rozdily jsou
zobrazeny v tabulce 7. Pozice MLA proteini na SDS-PAGE gelech lezi tésn¢ nad
pruhem proteinového markeru oznacujiciho 15 kDA (MLA proteiny maji velikost
pifiblizn¢ 16 kDa) — tyto pruhy jsou u fady variant velice vyrazné, ilustrujici dobrou
produkci. Kromé ocekdvanych pruhi okolo 16 kDa jsou patrné i vSudypfitomné,
nezanedbatelné pruhy okolo 75 kDa a v mnohych piipadech (zejména MLAO024) i

vyrazné pruhy nad 25 kDa bandem markeru.

Tabulka 7 — Barvené SDS-PAGE gely po elektroforéze proteinovych smési purifikovanych
pomoci Ni-NTA. Pismeno M oznacuje proteinovy marker s vyzna¢enymi velikosti proteinil v
kDa, ¢isla 2-4 oznacuji eluovanou frakei z Ni-NTA purifikace, pod kazdym gelem je uvedena
varianta odpovidajici konkrétnim pruhtm.
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5.1.6 Analyza vazebné afinity metodou ELISA

Afinita k protilatkdm 10E8 a IgG A byla u proteinovych variant MLA (His-MLA-V5)
purifikovanych na Ni-NTA agarosové matrici stanovena pomoci fitovani kiivek
ziskanych pomoci ELISA. Vzhledem k jen pfiblizné znalosti koncentraci nanasenych
vazebnych proteinti je nutné vysledky brat pouze orientacné. Uspokojivé Ize mluvit o
fadech (varianty vdzou 10E8 protilatku s afinitami K4 vtadu jednotek az desitek
nanomolil na litr), nikoliv o pfesnych hodnotach. Jak bude patrné v pfistich kapitolach,

nejsou zaroveil Ni-NTA purifikované proteiny dostatecné Cisté.

Bylo provedeno i porovnani vazebnych afinit MyoWT ve verzi s V5 1 Avi-tagem. Shrnuti
stanovenych hodnot Kd je uvedeno v tabulce 8. Stanoveni hodnot Kd probéhlo
prolozenim sigmoidni funkci. Tabulka obsahuje néktera neptfesna stanoveni hodnot, coz
bylo zpisobeno tim, Ze byl hledany inflexni bod sigmoidy (K4) mimo stanovovany rozsah
koncentraci. Tato skute¢nost je u vazeb na IgG A ptizniva, nebot’ to znamend, ze Kd je u
IgG A vy$si, neZ je maximum analyzovaného rozsahu (fddové uM koncentrace) a MLA
protein tedy vaze tuto kontrolni protilatku mnohem slabsi afinitou. V takovém piipade

byly hodnoty, pokud to bylo mozné, odhadnuty a jsou nepiesné.
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Tabulka 8 — Disocia¢ni konstanty (Kd) stanovené pomoci ELISA. Touto metodou byly
stanoveny Kd vazeb MLA proteinti s 10E8 a IgG A protilatkami. Uvedené stiedni hodnoty Kg4
byly ziskany proloZenim sigmoidni funkci. Varianty jsou sefazeny dle poméru stfednich hodnot
K4 10E8 a IgG A, VEtsi pomér naznaCuje vyznamnéjsi preferenci vazby k 10E8, hvézdicka (*)
znaci nepresny odhad hodnoty.

His-MLA-V5 K4(10E8)/nM K4(IgG2)/nM Ky(IgG 1)

K,(10E8)

MLA158 10,8 1000* 92,6*
MLAO014 11,7 921 78,7
MLAO15 3,11 241 77,7
MLA132 319 * *
MLA159 45,8 1000* 21,8*
MLAO16 7,32 86,7 11,9
MLAO093 106 1000* 9,43*
MLAO092 21,1 183 8,67
MLAO025 22,6 152 6,73
MLAO079 33,6 164 4,9
MLAO024 300* 1000* 3,3*%
MLAO072 91,5 229 2,50
MLAO045 * * *
MyoWT (V5) 274 6530* 23,8*
MyoWT (Avi) 6,8* 17,7* 2,60%*

Ziskané kiivky v€etné proloZeni jsou dostupné v prilohach A 1az A 5.

Vysledky ukazuji, Ze v ramci His-MLA-V5 variant vaze vétSina stanovovanych proteint
10E8 protilatku vyrazné 1épe, neZ His-MyoWT-V5 protein, ktery zaroven Spatné vaze
IgG A. Jak bylo zminéno dfive, ukédzaly se C-terminéalni Avi-tagy jako nevhodné. Toto je
ilustrovano 1 vazebnou afinitou His-MyoWT-Avi, kterd je na 10E8 protilatku v fadech
jednotek nM. Stejné tak existuje i jen o fad slabsi vazba na IgG A. Toto je konzistentni
s pozorovanym zlepSenim specifity (reprezentovaného rozdily vazby na ob¢ protilatky)

které nastalo po zaméné Avi-tagl za V5-tagy (vysledky nepublikovany).

Stale vSak existuje nezanedbatelnd vazba His-MyoWT-V5 na 10ES8 protilatku. Vazbou
samotného MyoWT (bez tagl) se blize zabyva in silico Cast této prace (kap. 5.2.9.1.7).
Nelze pfitom jednoznacné fict, ze by byly vysledky z ELISA ptenositelné do in silico

vypoctl,, vzhledem k charakteru imobilizace proteinti, jejich nedefinované Cistoty a
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detekce pomoci tagi, kterd mize pfinaSet bias stanoveni. Stanoveni na pevném nosici
desky miize ve skuteCnosti analyzovat jiné vazebné moddy, nez jaké by existovaly
v roztoku (a jsou predikovany v in silico Casti). Zda se vsak, Ze jsou in silico vysledky

v souhlasu se zde prezentovanymi experimentalnimi (viz kapitola 5.3).

5.1.7 Purifikace SEC

Pted provedenim této Casti prace zacaly byt znamy vysledky vakcinacnich experimentt.
Na zékladé nich byla vybrana pro dalsi charakterizaci varianta MLA158, MLA092,
MLAO25. Dale byla vybrana varianta MLLA024 jakoZzto nejlépe se produkujici varianta
z téch, které alespont s malou, ale prokazatelnou mérou navozuji tvorbu neutralizujicich
protilatek pfi imunizaci mysi. Pro porovnani byla zaroven provedena i charakterizace

MyoWT.

Varianty MLA024 a MLAO025 byly péstovany v 500 ml média, MLA092 a MLA158 ve
2400 ml média, MyoWT ve 200 ml. U varianty MLA158 byla provedena série pokust
optimalizovat podminky s cilem navysit vytézky proteinu, zahrnujici optimalizace média,
pufri a teplotnich podminek. Proteinové varianty byly purifikovany pomoci Ni-NTA
agarosy, zakoncentrovany vzdy do 0,5 ml a poté purifikovany gelovou permeacni
chromatografii na zakladé¢ své molekulové hmotnosti (hydrodynamického poloméru),
pficemz byly jimany frakce dle absorbanci pii A = 280 nm. Frakce odpovidajici
jednotlivym pikiim byly slouceny a podle potieby zakoncentrovany pro dalsi analyzy.

Byly provedeny SDS-PAGE elektroforézy a stanoveni koncentraci frakci.

Vysledné SDS-PAGE gely (pokud byly provedeny) a chromatogramy jsou zobrazeny na
obrazcich 11 az 15. Tti pro kazdou purifikaci charakteristické piky byly pojmenovany
podle potadi eluce — SEES (size-exclusion early series), SEMS (size-exclusion middle

series), SELS (size-exclusion late series).
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Obrazek 11 — Vysledky SEC purifikace His-MLA024-V5. a) SDS-PAGE barveny gel frakci
z Ni-NTA purifikace (lyz = lyzat, FT = prutok po nanéaseni kolony, fr. 3 = tieti eluovana frakce)
b) SDS-PAGE barveny gel po zakoncentrovani Ni-NTA purifikovanych proteint
(k = koncentrovany roztok, ft = pratok filtrem koncentratoru) ¢) Chromatogram (zavislost
absorbance pti A = 280 nm na protékajicim objemu mobilni faze) d) SDS-PAGE barveny gel
jednotlivych frakei z SEC (SEES = prvni pik, SEMS = druhy pik, SELS = tfeti pik/nejvétsi
pik). Cervené krouzky ozna¢uji vyrazné pruhy o velikosti mirn& nizsi, nez 75 kDa.
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Obrazek 12 — Vysledky SEC purifikace His-MLA025-V5. a) SDS-PAGE barveny gel frakci
z Ni-NTA purifikace (lyz = lyzat, FT = prutok po nanéaseni kolony, fr. 3 = tieti eluovana frakce)
b) SDS-PAGE barveny gel po zakoncentrovani Ni-NTA purifikovanych proteint
(k = koncentrovany roztok, ft = pratok filtrem koncentratoru) ¢) Chromatogram (zavislost
absorbance pii A = 280 nm na protékajicim objemu mobilni faze) d) SDS-PAGE barveny gel
jednotlivych frakei z SEC (SEES = prvni pik, SEMS = druhy pik, SELS = tfeti pik/nejvétsi
pik). Cervené krouzky ozna¢uji vyrazné pruhy o velikosti mirn& nizsi, nez 75 kDa.
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Obrazek 13 — Vysledky SEC purifikace His-MLA092-VS5. a) SDS-PAGE barveny gel frakci
z Ni-NTA purifikace (lyz = lyzat, FT = pritok po nanaseni kolony, fr. 3 = tfeti eluovana frakce)
b) Chromatogram (zavislost absorbance pii A = 280 nm na protékajicim objemu mobilni
faze) c) SDS-PAGE barveny gel jednotlivych frakci z SEC (SEES = prvni pik, SEMS = druhy
pik, SELS = tteti pik/nejvetsi pik)

63



His-myo-V5 var 158 SEC
Superdex 200 10/300 GL

sees

60

150

3 20

100-

[I——

20

E Tt U
0 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 10 12 14 16 bt} 20
vimi v/ mi

Obrazek 14 — Chromatogram SEC purifikace His-MLA158-VS5 (zavislost absorbance pri
A = 280 nm na protékajicim objemu mobilni faze).
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Obrazek 15 — Chromatogram SEC purifikace His-MyoWT-V5 (zavislost absorbance pii
A = 280 nm na protékajicim objemu mobilni faze).
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Sumarizace téchto experimentl je nasledujici:

a)

b)

d)

Jako prvni stoji za pov§imnuti SDS-PAGE gely provedené po Ni-NTA purifikaci.
Stejné jako diive obsahuji kromé o¢ekdvaného proteinuo predpokladané velikosti
(16 kDa) 1 vyrazny pruh v pozici pod 75 kDa proteinového markeru. Tato
vlastnost je spolecnd vSem variantdm. Varianta MLA(092 ma navic i velmi
vyrazny pruh na pozici nizsi, nez 37 kDa (32 kDa by ptitom velikostné¢ odpovidal
dimeru). Jelikoz SDS-PAGE ptedstavuje denaturujici prostiedi, které rusi vétSinu
protein-proteinovych interakci, je velmi pravdépodobné, Ze tyto pruhy budou
odpovidat proteiniim o jednom kovalentnim fetézci (neoCekava se napt. slabé
nekovalentné interagujici dimer) nebo agregatu.

Pfitomnost vice proteini se potvrdila na SEC chromatogramech. Tyto
experimenty umoziuji detekovat existenci nekovalentnich interakci. Ve vSech
variantach existuji tii charakteristické piky (na SDS-PAGE gelech pak 2). Pik
frakce SELS MLAO092 neni zcela symetricky, pravdépodobné zahrnuje vice
proteinli nebo jeho forem a SDS-PAGE gel obsahuje vyrazny pruh na zhruba
dvojnéasobku molekulové hmotnosti MLA proteinu. Musi tedy existovat protein,
ktery v SEC putuje ve formé komplexu, ale v SDS-PAGE se rozpada.

Poradi pikti na SEC odpovidd hydrodynamickému poloméru. Prvni vytékajici
protein by tedy mél byt vétsi, nez druhy atd. SDS-PAGE gel variant MLA024 a
MLAO25 tomuto zdanlivé odporuje. Prvni pik (teoreticky nejvétsi protein) na
SDS-PAGE putuje jako pruh napadné pfipominajici monomerni MLA protein.
Naopak druhy pik (teoreticky menSi protein neZ prvni) putuje jako pruh
pfipominajici dfive pozorovany pruh velikostné pod 75 kDa pruhem markeru.
Zaroven je patrné, Ze se rozpada na dva, z nichZ jeden putuje stejné jako MLA
protein. Tteti pik jiz putuje jako ocekavany MLA protein (16 kDa). Tento
zdanlivy nesoulad je v kratkosti vysvétlen kapitolou 5.2.11.

Pomér intenzit pikd je znacné piekvapujici. MLA024 ma SELS jako majoritni
pik, MLAO25 jako minoritni. MLAO092 jako majoritni, MLA158 jako minoritni.
MyoWT ma pak z vétSiny jen SELS pik, ostatni jsou zanedbatelné ale stale
existuji. Tyto zmény mohou zdviset na samotnych variantdch, nebo na

podminkach jejich produkce.
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Na zédkladé uvedenych skutecnosti zacala byt formovéana hypotéza o existenci komplexti

MLA proteintl.
5.1.8 ELISA jednotlivych separovanych SEC frakei

Pro jednotlivé ziskané frakce z SEC purifikaci a pro proteiny purifikované pouze pomoci
chromatografie na Ni-NTA agarose byly provedeny stanoveni vazebné afinity obdobné,
jaké byly provedeny diive. Kvuli experimentalnim problémim byla tato stanoveni
provedena pouze pro varianty MLA024, MLAO025 a MLA092. Vysledné experimentalni
body s proloZenim sigmoidou jsou zobrazeny na p¥ilohach A 6 aZz A 8. Ciselng jsou

vysledky udany v tabulce 9.

Tabulka 9 — Disocia¢ni konstanty (Kd) stanovené pomoci ELISA. Uvedené stfedni hodnoty
K byly ziskany prolozenim sigmoidni funkci. V zdvorkach jsou uvedeny hodnoty stanovené na
proteinu purifikovaném jen pomoci Ni-NTA. (*) nepfesné stanoveni/odhad/nepodatilo se
stanovit.

Varianta Frakce K4(10E8)/nM K, (IgG )/ nM
SEES 211 5950*
SEMS 269 5050
His-MLA024-V5
SELS 5800* *
Ni-NTA 211 (300%) 2280 (1000%)
SEES 151 5130*
SEMS 256 8980
His-MLA025-V5
SELS 1800* 13000*
Ni-NTA 126 (22,6) 1490* (152)
SEES * *
SEMS * *
His-MLA092-V5
SELS 195 *
Ni-NTA *(21,1) *(183)

Frakce SELS, které by mély odpovidat monomernim MLA proteiniim vazi u variant
MLA024 a MLAO025 dle experimentii s nejniz$i afinitou. U téchto variant naopak
s vysokou afinitou a specifitou vaZou frakce SEMS a SEES, odpovidajici vétsi velikosti
nez t¢ monomerniho myomedinu. U varianty MLAO092 se v disledku nizkému vytézku

produkce a purifikace podatilo stanovit pouze piiznivé Kd pro vazbu na 10ES8 protilatku.
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Pti pohledu na SDS-PAGE gely jednotlivych frakci z SEC purifikace (viz obrazky 11 az
13) je zjevné, ze se ve vSech frakcich vyskytuje protein odpovidajici velikosti

monomerniho Myomedinu.

Kombinaci doposud popsanych experimentti bylo prokazano nékolik véci. V nativnich
podminkach gelové permeacni chromatografie putuje Ni-NTA purifikovany roztok ve
formé tfi vyznamnych forem. Dv¢ ze tii téchto forem (SEES, SELS) maji v denaturujicich
podminkach SDS-PAGE obdobné chovani, putuji jako protein o velikosti monomerniho
myomedinu. Frakce SEMS putuje na SDS-PAGE jako dva pozorovatelné proteiny. Jeden

o velikosti monomerniho myomedinu, druhy o velikosti nizsi, nez 75 kDa.

V kombinaci s prezentovanou schopnosti vazby na 10E8 vSech frakci byla stanovena
hypotéza, ze samotny myomedin existuje ve tfech forméch v nativnich podminkach.

Jednotlivé formy budou popsany v kapitole 5.1.9.

5.1.9 Biofyzikalni metody a charakter myomedinovych forem

5.1.9.1 Uvodni slovo, tetramerni forma myomedinu

Z hlediska biofyzikalnich metod probéhla fada méfeni na fad¢ roztokl proteint MLA. V
disledku nizkého vytézku rozpustného proteinu, agregace SEC purifikovanych frakei,
experimentalnich omezeni zplisobenych soucasnou pandemickou situaci a souvisejicich
problémi pfi méfeni metod neni mozné na zakladé vysledkl z n¢kterych metod (DLS)
spolehlivé vyvozovat zavéry o vlastnostech analyzovanych proteint. Ze stejnych divodu
nebyly provedeny planované dal§i metody, které by vnesly jasné dikazy nékterych
hypotéz (SAXS, SPR, MST). Tato kapitola tak bude popisovat pouze malé mnoZstvi
vysledkt, které byly ovéfeny a jsou spolehlivé. Méfeni popsand touto kapitolou se
nepodafila pro celou fadu moznych variant/frakci provést. Bud’ nebylo ziskano dostate¢né

mnozstvi proteinu, nebo protein silné agregoval.
Velmi diskutovanou hypotézou, ktera zde nemtize byt uspokojiveé provétrena, je existence

tetramerni formy His-MLA-VS5 proteind, projevuyjici se jako SEES pik na

chromatogramech z gelovych permeacnich chromatografii. Je jisté, Zze existuje
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oligomerni forma myomedinu, ktera je v nativnich podminkachsvym hydrodynamickym
polomérem blizkd poloméru Hsp70 proteinu (piiblizné 69 kDa).”® Tento neznamy
oligomer se eluuje diive, nez Hsp70, coz by naznaCovalo, ze by mél byt jeho
hydrodynamicky polomér vétsi, nejbliz§i homo-oligomer myomedinu, pentamer, by mél
molekulovou hmotnost pfiblizné¢ 5x 16 kDa, tedy 80 kDa. Na zaklad¢ zde neprokazané
hypotézy se preferovanym vysvétlenim stal myomedinovy tetramer (4x 16 kDa, tedy 64
kDa), ktery by svoji mensi velikosti mél eluovat pozdéji, nez Hsp70. SEES pik se na
SDS-PAGE rozpada na jediny pruh, odpovidajici velikostné monomernimu Myomedinu,

coz naznacuje homo-oligomerni charakter.

Tento hypoteticky tetramer byl modelovan (viz Kapitola 5.2.11) a ve vSech ziskanych
modelech existoval v ,planarni konformaci®“. Takova planarni konformace by oproti
bézné globularni podobé¢ proteinti mohla zptisobit pomalejsi eluci skrze snizeni difuzniho
koeficientu. Vypocet translac¢nich difuznich koeficientti ve stejné kapitole potvrdil, ze by

toto bylo principidlné mozné.

Jediny ¢aste¢né uspokojivy in vitro experimentalni dikaz existence takového tetrameru
pfineslo DLS méfeni frakce SEES varianty His-MLA158-V5, které ukazalo naméteny
hydrodynamicky primér (maximum piku) Dy = 7,071 nm, coz by odpovidalo proteinu
o velikosti pfiblizn€¢ 64 kDa. Toto je vSak zatizeno predpokladem globularniho tvaru,
ktery jak bylo diskutovano, nemusi byt pro tetramerni myomedin dokonale splnén.
Kiivka ziskand DLS meéfenim je zobrazena na obrazku 16. Analyzy tohoto piku
zabudovanym softwarem pfistroje Zetasizer Nano ZS90 ukazaly, Ze je modus
Dy = 7,071 £ 0,5294 nm a odhadovana molekulova hmotnost M, = 64,6 + 15,1 nm

kde jsou chyby méfeni uvedeny standardni odchylkou.
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Obrazek 16 — DLS méreni frakce SEES His-MLA158-V5. Osa X oznacuje hydrodynamicky
pramér castice, osa Y objem zabrany Castici této velikosti v roztoku.

Hypotéza o homo-tetramernim charakteru frakce SEES MLA proteini je tak stale

neprokazana. Dikazy jsou prozatim neuspokojivé a bylo by vhodné je ovérit.

5.1.9.2 Cirkularni dichroismus

Pro biofyzikalni charakterizace proteinovych frakci ziskanych SEC purifikaci byly
vybrany metody vhodné pro charakterizaci malych mnozstvi proteini. Pro ziskéani
informace o sekundarni struktute frakci SEES a SEMS (ne-monomerni frakce) a SELS
(monomerni frakce) His-MLA024-V5 bylo vyzkouSeno méteni cirkularniho dichroismu.
Kwvili technické chybé se podarilo namétit pouze CD spektra frakce SELS proteinu His-
MLAO024-V5 v porovnani s His-MyoWT-V5. Méfeni bylo provedeno v pufru PBS,
MyoWT protein byl purifikovan pouze metodou Ni-NTA. Samotny méfici experiment
nebyl proveden autorem (kdo?). Vysledna CD spektra vcetné proloZzenim ziskan¢ho
odhadovaného zastoupeni sekundarnich strukturnich elementi jsou viditelnd v tabulce

10.
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Tabulka 10 — Vysledky méfeni cirkuldrniho dichroismu frakei proteinii MyoWT (Ni-NTA)
a MLAO024 (SELS) v konstruktech s His a V5 tagy. Leva ¢ast zobrazuje CD spektrum His-
MyoWT-V5 (Ni-NTA purifikovana frakce), prava spektrum His-MLA024-V5 (frakce SELS). Ve
spodni ¢ast jsou uvedeny prolozenim ziskané procentualni zastoupeni elementd sekundarnich
struktur.

CD Spectrum CD Spectrum

1
/
-2 \ Z \ //

o -2 -
200 210 220 230 240 250 260 200 210 220 230 240 250
Wavelength (nm) Wavelength (nm)
His-MyoWT-V5 (Ni-NTA) His-MLA024-V5 (SELS)

Helixy 25.1 % Helixy 22.0 %
8 -Antiparalelni 11.7 % B -Antiparalelni 132 %
B -Paralelni 112 % B -Paralelni 12.6 %
B-ototka 18.7 % B-otocka 19.4 %
Nestrukt. 37.7 % Nestrukt. 41.1 %
D 104.3 % % 108.2 %

Z vysledki méteni CD spektra plyne, Ze je (v ramci chyby) zastoupeni elementl
sekundarni struktury u SELS frakce His-MLA024-V5 stejné, jako u His-MyoWT-V5.
Tato skutecnost podporuje hypotézu, ze SELS frakce nejspiSe bude monomerni forma
myomedinu a také, ze aminokyselinovymi zdménami nebyla v pfipadé této varianty
narusena sekundarni struktura. Spektra frakci SEMS a SEES se nepodafila naméfit a pro
analyzy dalSich variant bylo od této metody upusténo. Tento dil¢i vysledek vSak dobie

zapada do celkové mozaiky charakterizace MLA proteind.

CD spektra byla naméfena pouze v rozmezi vlnovych délek 200 nm — 260 nm. Pro
spolehlivé stanoveni zastoupeni elementti sekundarni struktury (zejména -struktur) by
bylo tieba ziskat data z oblasti od alespont 190 nm. Zméteni pfesného zastoupeni elementti

sekundarni struktury zde vSak nebylo cilem.
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5.1.9.3 Hmotnostni spektrometrie, dimery

Z SDS-PAGE gelu purifikovanych SEC purifikovanych frakci His-MLA092-V5 byly
vyfiznuty dva proteinové pruhy a ty byly pfeddny k analyze do Centra Molekulové
Struktury, BIOCEV. K porovnani byla vyuzita znamda sekvence proteinu MLA092 a
sekvence bakteridlniho chaperonu Hsp70 (DnaK). Sekvence Hsp70 byla vybrana, protoze
vlastnosti Hsp70 odpovidaly pozorovanym vlastnostem proteinového pruhu
vyskytujiciho se v SDS-PAGE gelech pod 75 kDa. Hsp70 odpovidd pozorovanym
pruhim velikostné, svoji kopurifikaci na Ni-NTA agarose a svym rozpadem
v denaturujicich podminkéach na dva proteiny, z nichZz jeden odpovida chovanim MLA
proteinu.”” K analyze byl dile vybran dfive diskutovany pruh odpovidajici velikosti
pfiblizn€ dimeru MLA, ktery se z SEC purifikovanych variant MLA objevoval pouze u
MLAO092, kde m¢l nezanedbatelnou koncentraci. Ackoliv nebyly ,,dimerni“ pruhy
pozorovany u zadné z jinych SEC purifikovanych variant, vyskytovaly se pomérné cetné
u Ni-NTA purifikovanych proteini uréenych pro ptivodni stanoveni vazebné afinity, jak

je vidét v tabulce 7.

Konkrétni analyzované pruhy SDS-PAGE gelu jsou zobrazeny na obrazku 17.

Obrazek 17 — Barveny SDS-PAGE gel SEC purifikovanych zakoncentrovanych frakei His-
MLA092-V5. Cerveng jsou vyznaceny pruhy analyzované metodou MS.
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Vysledky MALDI-TOF analyzy prokéazaly jednozna¢né identitu pruhu 1 (SEMS frakce)
jako bakteridlni Hsp70 protein (pokryti 76,3 %). Toto vysvétleni koresponduje se vsemi
pozorovanymi vlastnostmi. Na gelové permeacni chromatografii tento protein putuje jako
komplex, na SDS-PAGE se rozpada na samotné Hsp70 a na MLA protein (jak ukazuji
SDS-PAGE a ELISA experimenty).

Pruh 2 ma pouze 37,4 % pokryti sekvence His-MLA092-V5, sekvenci ale odpovidal
velmi intenzivni pik s m/z 1627,7467. Tento pruh tedy odpovida dimernimu myomedinu,
jak naznaCuje i zmétend molekulovd hmotnost odpovidajici dvojnasobku hmotnosti
monomeru. Podobné vysledky byly pozorovany i u MALDI-TOF analyzy obdobného
pruhu proteinu His-TEV-MLBO049-V5 zjiné myomedinové knihovny (vysledky
nepublikovény).

Na zaklad¢ vSech zminénych skute¢nosti bylo zjisténo, ze SEMS frakce proteint sestavaji
v gelové permeacni chromatografii z komplexu Hsp70-MLA, na SDS-PAGE se rozpadaji
na konstituentni proteiny. Takto vznikly MLA protein prokazoval v ELISA
experimentech MLA024 a MLAO025 pfiznivé vazebné vlastnosti, jednalo se tedy

minimaln¢ v téchto ptipadech o funkcni vazebny protein.

Existence dimert je na zaklad€ vysledkii velmi pravdépodobna, jejich charakter je vSak
neznamy. V zde uvedené sérii experimentll byl dimer pozorovdn pouze pro jednu
variantu, pro kterou v piedchozi sérii experimentd (byt’ purifikovanych jen pomoci Ni-
NTA sefarosy) nebyl takto vyrazny pruh na SDS-PAGE pozorovan (tabulka 7,
MLAO092). Obdobné chovani, tedy vyskyt dimeru jen u nékterych variant, bylo
pozorovano i u MLB knihovny (odliSnd Myomedinova knihovna cilici na PGT 126
bnAb). Dimer putuje v denaturujicich podminkach SDS-PAGE jako intaktni protein,
v podminkach gelové permeacni chromatografie se projevuje nesymetri¢nosti piku SELS
(monomerni myomedin). Charakter vzdjemné vazby dvou monomerti musi byt tedy bud’
kovalentni, nebo charakteru, ktery neni narusen v podminkach SDS-PAGE elektroforézy.

Zaroven se zd4, zZe je vznik dimeru zavisly na podminkéch.
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5.1.9.4 DLS méreni

Bylo provedeno orienta¢ni méteni DLS na frakcich, kterych se podatilo ziskat dostate¢né
mnozstvi pro analyzu. Hydrodynamicky pramér monomernich forem myomedint (frakce
SELS), ziskany pfiblizn¢ odeftem maxima pikt distribuce procentualniho objemu
zabrané¢ho jednotlivymi velikostmi castic, byl stanoven na Dy=3,357-3,903 nm pro
MLAO024 (méfeno celkem ve 3 experimentech s pokazdé znovu produkovanym a
purifikovanym proteinem), MLAO025 (méfeno ve dvou experimentech), MLA(092 a
MyoWT proteiny.

5.1.9.5 DSF méreni termostability

Pomoci diferencni skenovaci fluorimetrie na pfistroji Prometheus NT.48 byla métena
teplotni stabilita nékterych purifikovanych frakci. Vysledné namétené hodnoty T,
ziskané z inflexnich bodl poméri fluorescence tryptofanti pfi 350 a 330 nm) jsou
uvedeny v tabulce 11. Pro frakci SELS MLAO092 chybi plivodni data a kiivky prubéht

zde tak nejsou zobrazeny.

Tabulka 11 - T,,, hodnoty ziskané mérenim teplotni stability proteinovych frakci metodou
DSF.

His-MLA-VS5 frakce T, /°C

MLAO024 SEES 51,5
MLAO024 SELS 50,8
MLAO092 SELS 41,6
MyoWT (Ni-NTA) | 77,7
MyoWT SEMS 433
MyoWT SELS 78,3
MLA158 SEMS 45,3
MLAI1S58 SELS 51,3
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Obrazek 18 —Pribéh poméri fluorescenci tryptofani pri 350/330 nm ziskané méienim DSF
béhem zahfivani roztoku frakci proteinu ML A024 SEES a SELS a Ni-NTA purifikovaného
MyoWT. Nahoie) Poméry intenzit emisi pii 350 nm a 330 nm v zavislosti na teploté Dole) Prvni
derivace pomérl intenzit emisi v zavislosti na teploté

Obrazek 18 zobrazuje vysledné kiivky DSF méfeni pomoci Ni-NTA purifikovaného
MyoWT a dvou frakci MLAO024 (oligomerni a monomerni). Je vidét, Ze je teplotni
stabilita obou ML A024 frakci sniZzena oproti MyoWT (inflexni bod sniZen ze 77,7 °C na
50,8-51,5 °C). Zaroven je patrné, ze je bod tani T,,, pro ob¢ frakce MLA024 velmi blizky,
to dobfe koresponduje s ostatnimi experimenty a podava dalsi diikkaz o oligomernim

charakteru frakce SEES (obdobné chovani jako monomer).
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Obrazek 19 — Priibéh pomérii fluorescenci tryptofanii pri 350/330 nm ziskané méfenim DSF
béhem zahfivani roztoku frakci proteinu MyoWT SEES a SELS. Nahoie) Poméry intenzit
emisi pii 350 nm a 330 nm v zavislosti na teploté Dole) Prvni derivace pomérti intenzit emisi
v zavislosti na teploté. Oranzova kiivka popisuje frakci SELS, modra frakci SEMS.

Interpretace vysledk méfeni frakci SELS a SEMS MyoWT, vizualizovana na obrazku
19, je nésledujici. Hodnota T,,, = 78,3 °C stanovend v tomto experimentu odpovida diive
stanovené hodnoté¢ 77,7 °C, métené na MyoWT purifikovaném pouze metodou
s vyuzitim Ni-NTA agarosy. V ziskanych MyoWT roztocich je monomer naprosto
majoritné¢ zastoupen, viz obrazek 15. Kfivka odpovidajici frakci SEMS obsahuje dva
pfechody. Druhy z nich mé identické T, = 78,3 °C a odpovida tedy monomernimu
myomedinu z frakce SELS. Prvni pfechod se nachazi pti teploté zhruba 45 °C a odpovida
bakterialnimu Hsp70. Tento experiment je tedy v dobrém souhlasu s dfive diskutovanym

popisem charakteru frakce SEMS (Hsp70+Myomedin).

Vysledky méfeni termostability frakce SELS proteinu MLA158 jsou uvedeny v obrazku
20. Je vidét vyrazny prechod pti 51,3 °C a minoritni pfechod mezi 75-85 °C. Svoji pozici
odpovida tento piechod napadné piechodu pti zahtivani MyoWT. Je mozné, Ze se jedna

o konformac¢ni zménu, kterd je spole¢na obéma témto proteiniim pii této teploté.
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Obrazek 20 — Priubéh poméri fluorescenci tryptofani pri 350/330 nm ziskané mérenim DSF
béhem zahiivani roztoku SELS frakce proteinu MLA158. Nahote) Poméry intenzit emisi pii
350 nm a 330 nm v zavislosti na teplot€ Dole) Prvni derivace pomérl intenzit emisi v zavislosti
na teploté. Méteni probéehlo ve tfech opakovanich.
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5.2 Charakterizace proteinovych variant metodami in silico

5.2.1 Celkovy cil

Vypocetni ¢ast této prace byla motivovana snahou vysvétlit uréité projevy selektovanych
proteinovych variant, které znacné stézovaly jejich charakterizaci biofyzikalnimi
metodami, piedevsim zna¢na heterogenita produkovaného proteinu, rozdilné chovani
jednotlivych purifikovanych frakci véetné frakce vystupujici jako oligomer. Usili oddélit
jednotlivé frakce a ty dale charakterizovat komplikovala rovnéz riiznd stabilita a tendence
nabyvat rtiznych forem ¢i konformaci predevsim pii koncentrovani proteinu tak, aby bylo

vyhovéno pozadavkiim dané instrumentalni metody.

Dosud neexistuji experimentalné vyteSené struktury komplexit MLA proteintd s 10E8
protilatkou, diky problémtm s produkci, ¢istotou a nedostatkem protilatky. Stejné obtize
znemoziuji jedna provést standardni biologicko-strukturni experimenty jako je napf.
rentgenova krystalografie, tak stanoveni vazebné afinity proteinti biofyzikalnimi
metodami jako je kalorimetrie ¢i termoforesa. Zaroven existuje jen omezeny vhled do
samotné mimikujici aktivity proteinli a do role jednotlivych rezidui. /n silico metody byly
vybrany jednak pro castecné obejiti zminénych experimentalnich obtizi tak pro ziskani
atomistického popisu mimikujici aktivity. Znalost mimikujiciho mechanismu by mohl

vést vylepsovani vazebnych proteint.

Konkrétnim cilem této prace bylo ziskani atomistického pohledu na vazbu MLA proteinti
s 10ES, ziskat fyzikaln&-chemické znalosti o jejich interakci a vysvétlit mechanismus

mimikovani.
Obecnégjsim cilem vypocetni ¢asti této prace bylo vytvofeni protokolu, slouziciho k in

silico analyze vazebnych interakci proteinii problematickych z experimentalniho

hlediska, bez vyfesenych struktur a pfesnych experimentalnich stanoveni.
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5.2.2 Homologni modelovani

Pro tcely homologniho modelovani bylo vyuzito GUI rozhrani Modeller 9.2.4. v UCSF
Chimera. Pouzity byly celé sekvence myomedinovych proteinti véetné tagu, ke kterym
byly pomoci algoritmu BLAST nalezeny homologni struktury. Oproti béZnému postupu
vyuziti vice templati pfi homolognim modelovani byl zvolen jen jeden templat —
PDB:3RBS, fetézec A. Tento byl zvolen z diivodu nejvyssi miry homologie a kvality
struktury. Pouziti vice templati zarovenn nevedlo ke zlepSeni vyslednych prvotnich

modelu.

Ke kazdé¢ variant¢ Myomedina bylo vygenerovano 5 modelt. Podle vizudlni inspekce
byly mezi modely podstatné rozdily jen v orientaci termindlnich tagti, které byly pozdéji
odstranény. Proteinovy hlavni fetézec mél mezi modely jen nepatrné zmény, soud¢ dle
zDOPE skore kvality (vice negativni je lepsi, tabulka 12). Homologni model MyoWT
byl vytvofen primarné jako kontrola kvality celého procesu, alternativou by bylo jeho
ziskani skrz Upravu templatové struktury. Tento prvni krok byl provadén za pifitomnosti
termindlnich tagi, které se pozd¢ji ukazaly pro cely proces jako problematické a byly

tedy odstranény ,,ofezem* v aplikaci PyMol.

Tabulka 12 — Skore kvality, sekvenéni homologie a vybranych modeli z péti homolognich
modeli vytvofenych na zikladé templatu 3RBS (fetézec A) Modellerem. Skore jsou
vypoctena za pritomnosti terminalnich tagu.

Var. GA341 zDOPE Sekven¢ni id. % Vybrany model
MLA024 1.00 -0.45 91.9 1
MLA025 1.00 -0.55 90.1 1
MLA092 1.00 -0.49 89.2 1
MLA158 1.00 -0.16 90.1 1
MyoWT 1.00 -0.91 100 3

V UCSF Chimera byly zaroveil vygenerovany Ramachandranovy vynosy pro kontrolu
kvality prvotnich modelii z hlediska dihedralnich uhla peptidové vazby. Stejny vynos byl
vytvoien 1 pro templatovou strukturu 3RBS. Vysledné vynosy jsou zobrazeny v priloze

B 3. Bylo patrné, Ze vétSina dihedralnich thli lezi v oblastech idedlnich a dovolenych
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kombinacich, jen n¢kolik malo aminokyselin mélo své peptidické dihedralni thly mimo

tyto oblasti.

Pro ucely MD simulaci byly pomoci skripti ProPka vypocteny teoretické hodnoty pKa
jednotlivych rezidui (vysledky nejsou soucasti této prace). Pokud by vysledky
naznacovaly takovy rozdil mezi tabelovanou a vypoctenou hodnotou, ze by se zménil
protonacni stav rezidua pti pH 7, byly by pro ptipravu struktur do simulaci tyto protonacni
stavy manualné¢ zavedeny do struktury (pro simulaci fyziologickych podminek). Tento

pfipad nenastal pro zadny z modelt.

Zajimavym vysledkem byly teoretické hodnoty optim pH stability proteind. V soucasné
experimentalni praxi je stabilita proteinti sub-optimalni a tyto vysledky by mohly slouzit
jako odrazovy mustek pro optimalizaci pufrti a expresnich podminek. Vypoctené hodnoty
pH optim byly nésledujici — MLA024 8,4 ; MLAO025 8,3 ; MLA092 9,4 ; MLA158 8,7 ;
MyoWT 8,5.

5.2.3 VylepSeni a validace modeli (MD simulace)

Dalsim krokem bylo vylepseni homolognich modelt z hlediska geometrie a energetiky.
Byl zvolen unikatni protokol popsany v Kapitole 4.2.3.1 zaloZeny na prvnim kroku
kombinované validace/vylepseni pomoci standardni molekulové dynamiky, nasledované
kontrolou modelu a dal§im krokem molekulové dynamiky s restrainovanymi hlavnimi
fetézci. Poslednim krokem aplikovanym jen na nékteré modely bylo cilené zlepSeni
konkrétnich residui pomoci nerovnovazné simulace s mrazenim. Vizualni piehled
jednotlivych krokl zobrazuje obrazek 21. Celkova doba simulaci aplikovana na modely
byla mezi 30-35 ns (podle toho, zda bylo provedeno posledni 5 ns kolo) —hodnota snadno
dosazitelnd na modernim hardwaru. Celkovy proces je zaroven do velké miry
automatizovatelny a jak bude diskutovano dale, pfinesl ve zkoumaném ptipad€ vyrazna
zlepSeni homolognich modelii. Protokol navic pfimo navazuje na standardni postup — MD
simulace pro validaci homolognich modeld. I tyto kratké simulacni Casy stacily pro

dosazeni konvergenci RMSD a gyra¢nich poloméra.
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Obrazek 21 — Vylepsovani homolognich modelii pomoci kratkych MD simulaci. Barevné je
zvyraznéno residuum z&jmu. Tmavsi odstiny zobrazuji subsekventni kroky MD simulace.

Vlevo) Prvni krok  Standardni MD simulace
Vpravo dole) Druhy krok  MD simulace s restrainovanym hlavnim proteinovym fetézcem

Vpravo nahote) Treti krok ~ MD simulace s mraZenim cilena na specificka residua

Cilem prvni faze MD simulaci bylo provést energetickou minimalizaci, validaci a ziskani
souboru konformaci vychazejicich z prvotnich model. Vzhledem k zamySlené povaze
celého protokolu a technickym omezenim byly Casy produkénich simulaci pouhych
20 ns. Z hlediska dosazeni konvergenci klicovych vlastnosti (RMSD, Rg) se vSak jednalo
pravdépodobné o Cas dostacujici. Samotné struktury navic v ramci dalSi prace prosly

dal§imi koly MD simulaci.

Na zakladé vysledki téchto geometrickych analyz a dalSich cilti prace byly po prvnim
kole MD simulaci prvotnich homolognich model ze struktur odstranény terminalni tagy.
Ziskat nativni sbalenou strukturu tagii, pokud vibec existuje, by bylo v pouzivaném
uspotadani prakticky nemozné vzhledem ke kratkym casovym skdlam. Tagy by zaroven
mohly interferovat s dokovanim. Z hlediska propojeni teoretickych vypocti a
experimentalnich by nebylo vhodné stavét zavéry na zdkladé pouze jednoho typu
konstrukei (zde s N-terminalnim 6x-His-Tagem a C-terminalnim V5-tagem), jelikoz jak
v in vivo tak v in vitro experimentech byly pouzivany i1 konstrukty s odliSnymi tagy, bez

tagll ¢i flzované s jinymi proteiny. Cilem bylo zaroven zjistit chovani samotného
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myomedinu, nikoliv artificidlniho konstruktu. Toto odstranéni tagl pfineslo urcitou
neintuitivitu Cislovani struktur, kterd bude zfejma v pozd€jSim textu. Odstranénim
N-terminalniho 13 aminokyselin dlouhého konce bez piecislovani vznikly struktury
zaCinajici Lys14. Toto ¢islovani bylo nadéle zachovano a bude pouzivano, pokud nebude

uvedeno jinak.

Z poslednich 10 ns trajektorii. kviili dosazeni konvergenci, byly vybrany reprezentativni

struktury/centroidy.

Kontrola vystupu tohoto a dalSich vylepsovacich krokl probé&hla pomoci baliku skriptt
MolProbity, které sleduji kli¢ové vlastnosti proteinovych modell najednou. Tento balik
zarovenl optimalizuje pozice vodiklti a 180° rotace (,,flipping*) nckterych rezidui pro
zlepseni energetickych vlastnosti modelu. Funkce optimalizace vodiki byla vyuzita pro
vSechny déle zminéné modely, funkce rotace rezidui pouze pro dva modely z prvniho

kole vylepSovani — MLA024 (Asn43), MLAO025 (GIn109), MLA092 (GIn86).

Pro vSechny modely bylo provedeno i druhé kolo vylepSovani se vstupnimi strukturami
zminulého kola, zaméfené primarné na postranni fetézce, ve kterych byly dle
MolProbity, koncentrovany problémy s délkami a uhly vazeb. Hlavni fetézec byl

restrainovan silou 1000 k] - mol™! - nm™?

a byla simulovana 10 ns dlouha MD
trajektorie. Z této trajektorie byly obdobnym zplsobem vybrany reprezentativni
konformace, tentokrat vsak, na zéklad¢ porovnani centroidt/pramérti dle MolProbity
skore, byly vybrany primérné konformace. Vzhledem k tomu, Ze nejsou primérné
struktury ,,fyzikalni“ a nejsou skute¢nou soucasti MD trajektorie — nemusi zobrazovat
redlnou fyzikalni konformaci molekuly. Proto byly tyto struktury pied dalsi analyzou
nejprve energeticky minimalizovany kroky identickymi s ostatnimi popsanymi MD

simulacemi.

Vysledky nékterych kliCovych parametrii analyzy kvality modelit z prvniho a druhého

kola vylepSovani jsou sumarizovany v tabulce 13.
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Tabulka 13 — Vysledky geometrické analyzy homolognich modelii mezi prvnim a druhym
kolem vylepSovani pomoci MD simulaci. K ziskani analyz bylo pouzito baliku skriptd
MolProbity. Pro kazdy parametr levy sloupec zobrazuje hodnoty z prvniho kola, pravy sloupec
z druhého kola.

. Piekryvy Ptiznivé Piiznivé dih. Spatné MolProbity
Varianta o . . skore /
atomi rotamery % uhly % vazby / ihly .
percentil
MLA024 0 0 88,17 97,85 94,50 99,08 @ 19/48 1/1 Oi%%/ Oi%%/
MLAO025 0 0 9326 97,75 91,74 93,58 16/53 0/3 1'9296/ Oi%%/
MLAO092 | 1,11 0 : 90,00 92,22 94,50 93,58 12/59 2/4 1’9539/ 1/,9382
MLA158 | 0,54 0 @ 89,01 9341 96,33 97,25 29/58 1/0 Oi%%/ Oi?;(‘)/
MyoWT | 1,12 0 @ 9231 9341 9450 99,08 31/57 3/1 1’366 / ?1’33

Jak je patrné, druhé kolo, dle pouzivané metriky, pfispélo k vylepSeni homolognich
modelll vyraznou mérou. Drobna zlepSeni zaznamenaly u vSech modeli jak pocty
»spravnych® rotamerti tak pocty aminokyselin s dihedralnimi peptidickymi thly
v idedlnim rozmezi na Ramachandranové vynosu (s vyjimkou varianty MLA092, kde
naopak doslo k drobnému zhorseni). Primarnim cilem druhého kola vylepSovani bylo
odstranéni $patnych délek a uhli vazeb postrannich fetézcti. Toho bylo dosazeno. u vsech
variant byly poCty téchto nedokonalosti sniZzeny na nizké jednotky. Celkové vylepSeni je
vidét 1 na kumulativnich MolProbity skore (mensi znamena lepsi), kde doSlo u vSech

variant ke zlepSeni.

DalSim aplikovanym kritériem kvality byla spravnost zaménnych aminokyselin, které by
mely byt dulezité¢ pro vazbu s 10E8. Pohled na konkrétni aminokyseliny z hlediska
Spatnych vazebnych délek a thlli je uveden v tabulce 14. Na zaklad¢ téchto vysledk
byly vybrany varianty MLA025 a MLAO092 pro dalsi vylepseni, sméfované specificky na

oblasti uvedenych residui.
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Tabulka 14 — Spatné vazebné tihly a délky modelii po druhém kole vylepSeni. Zvyraznény
tucné jsou pozice odpovidajici randomizovanym postrannim fetézcim.

Varianta Spatné vazebné vihly Spatné vazebné délky
MLAO024 | His60 Lys106

MLAO025 | Thr35 (CA-C-N), Phe46, Asn47 X

MLAO092 | Glu48, Glu78, Thr91 (CA-C-N), His95 Met70

MLAI158 | X Lys106

MyoWT | Lys24, Lys106 Lys24, Lys74

Bylo provedeno treti kolo vylepSeni pro modely MLA025 a MLA092. Smétované bylo
na aminokyseliny uvedené v tabulce 14. Pro ziskani souboru moznych konformaci
postrannich fetézcti byly provedeny nerovnovazné MD simulace. Oproti druhému kolu
nebyl hlavni fetézec proteinu restrainovan ale zmrazen — bylo kompletné zabranéno jeho
pohybu v rdmci simulace. ZmraZeni bylo aplikovéano i na v§echna kromé& uvedeny residui
tak, Ze zlistala nezmrazena vzdy uvedena aminokyselina a z kazdé strany jedna sousedni
aminokyselina. VSechny vazby s vodikovymi atomy byly constrainovany algoritmem
SETTLE (standardni postup). Specialni pozornost byla vénovéana spravné tvorb¢ indexii
¢astic pro zmrazeni, které musely zahrnovat spravnou volbu ¢astic, tedy konkrétnich
aminokyselin. Zarovenl nesmély obsahovat vodiky, vazby na né, molekuly solventu a

iontli. V ramci ekvilibrace byly zarovein nezmrazené aminokyseliny restrainovany.

Bylo provedeno po 5 ns MD simulaci. Z téchto simulaci byly vybrany reprezentativni
centroidy s nizkou hodnotou cut-off (jen minimalni zmény geometrii béhem MD
simulaci), které byly hromadné analyzovany pomoci MolProbity. Vybran byl vzdy
nejlep$i centroid, reprezentujici konformaci sco nejvice vhodnymi vazebnymi
vzdalenostmi a thly. Kone¢né vysledky tfetiho kola zlepSovani modelti ve srovnani

s druhym kolem jsou uvedeny v tabulce 15.
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Tabulka 15 - Vysledky geometrické analyzy homolognich modelii mezi druhym a tfetim
kolem vylepSovani pomoci MD simulaci. K ziskani analyz bylo pouzito baliku skriptd
MolProbity. Pro kazdy parametr levy sloupec zobrazuje hodnoty z druhého kola, pravy sloupec
ze tetiho kola.

Spatné
Piekryvy  Priznivé Priznivé dih. MolProbity skore /
Varianta vazby /
atomu rotamery % uhly % - percentil
uhly

MLAO2S | 0 0 9775 9775 9358 9358 03 02 096100

MLA092 | 0 0 9222 9333 9358 93,58 24 0/5 13298 13897

Dle vysledku tieti kolo analyzy nepfineslo vyrazné zlepSeni, které by se odrazilo na
»makroskopickych® vlastnostech struktury jako celku, nékteré vlastnosti se dokonce
mirné zhorsily. Kli¢ovym zlepSenim vSak byla eliminace nevhodnych vazebnych délek a

uhlt v oblastech aminokyselinovych zdmén.

Cely vyse popsany proces, od prvotnich homolognich model po tfeti kolo vylepSovani
MD simulaci, slouzil dvéma hlavnim tcelim — jako ,,proof-of-concept™ vylepSovani
homolognich modelii kratkymi MD simulacemi a z divodu nésledujiciho kroku rigidniho

dokovani. Specialni ohled byl bran na spravnost modelu aminokyselinovych zamén.

S ohledem na prvni cil (,,proof-of-concept®) je dle pouZitych kritérii evidentni vyrazné
zlepSeni modell po dvou kolech simulaci a odstranéni specifickych chyb u dvou variant
po tietim kole. Z hlediska celkovych skore kvality byly vSechny modely v rozmezi
percentiltt 97-100. Popsany protokol ptinesl vyrazné¢ lepsi vysledky nez dva vyzkousené
standardni nastroje pro vylepSovani homolognich modeli (viz kapitola 4.2.3.1). Cely

proces muze byt jednoduSe implementovan i na jiné systémy.

S ohledem na druhy cil (ptiprava modeli pro rigidni dokovani) bylo dosaZzeno vytvoteni

kvalitnich homolognich modeli.
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5.2.4 Dokovani a prvotni vybér modelu

K dokovani typu protein-protein byl vybran webovy server ClusPro2 provadéjici ab initio
dokovani, pro porovnani a kontrolu byl pouzivan webovy server HDock. Jako omezena
kontrola celého procesu od dokovéani po dalsi kroky (viz dale) slouzilo porovnani
vyfeSené struktury komplexu 10E8Fab-MPER (PDB:4G6F) a dokovanim ziskanych
struktur (dokovani samotného 10E8Fr. s MPER). ClusPro2 je rozsifeny, standardni
nastroj pro dokovani protein-protein. Jeho vyhoda spoc¢iva zejména v samplovani velkého
poctu konformaci, nasledného vybéru reprezentativnich konformaci z clusterti a jejich
automatické energetické minimalizaci. Toto je provddéno intern& pomoci baliku PIPER.®
Dalsi vyhodou jsou metody skorovani vyvinuté pro konkrétni typy komplexi (zde bylo
pouzito skérovani pro komplexy s protildtkou), moznosti ,,stinéni* rezidui od vazby a
dokovani na zaklad¢ experimentalnich SAXS kiivek. Bylo prokazano, ze 30 nejvétsich
clustert ziskanych ClusPro dokovanim obsahuje konformace blizké nativnim pro 92 %
komplext z testovaci sady protein-protein struktur, ispéSnost mize byt dle autorii vyssi
pro nckteré¢ typy komplexd. Standardni postup zahrnuje vybér deseti nejvice

populovanych clustert.”” Tento postup byl zvolen i v této praci.

Vstupnimi strukturami dokovani byly v pfedchozich krocich ziskané vylepSené
homologni modely a zkracené Fab fragmenty 10ES protilatek (10E8ft.). Zkraceni slouZilo
ke sniZeni velikosti struktury (pro zrychleni naslednych MD simulaci) tak, ze z nativni
struktury protilatky ztstaly pouze variabilni VH a VL useky a kratké nestrukturované

sekvence pojici tyto useky v nativni struktufe ke konstantnim CH1 a CL tsekiim.

V této praci nebyl, pouzit zadny ,,bias“, jakym by bylo naptiklad omezeni vazby jen na
oblast aminokyselinovych zdmén. Vazba byla zkoumana zcela ab initio bez stinéni
rezidui, pfedem zndmych vzdalenosti ¢i SAXS kiivek. Tento pfistup byl odlisny od

pristupu popsaném v ¢lanku nasi laboratore o MLA vazebnych proteinech.!

Vybrand metoda dokovani pouziva aproximaci rigidnich téles. Jedna se o standardni
postup, ktery vSak miize v nékterych piipadech minout dilezité konformacni zmény
béhem procesu navazovani. Urcité vylepSeni piindsi MD simulace, které piinasi

dynamicnost do tohoto ,,statického pohledu® na interakce. Vzhledem k relativné kratkym
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simulacnim ¢astim pouzivanym v této praci neni mozné toto zlepSeni uvazovat, celd prace
tedy ptredpoklada vazbu dle modelu ,,zdmek a kli¢* —uvazuje jen minimalni konformacéni
zmény pil navazani proteini na cilové fragmenty protilatky. DalSim vstupnim
piredpokladem dokovani bylo zanedbani vazanych molekul vody pro vazbu. Tento
pfedpoklad byl dan odstranénim vSech molekul vody ze struktury protilatkového

fragmentu (tato ¢ast postupu byla identicka s publikovanym ¢lankem).

Dalsim faktorem hodnym zietele je fakt, ze 1 pfes pomérn¢ u¢inné moderni dokovaci
(priblizné aproximované ,,dokovacim skore®) odpovidat struktufe nativni. Pro plnou
validaci vysledkli dokovani by bylo nutné provést experimentalni stanoveni. Z metod,
potencialné aplikovatelnych do budoucna (které nejsou soucésti této prace) se nabizi
napiiklad porovnéani teoretické a experimentdlné ziskané kiivky SAXS, piipadné
experimentalni ziskani nékterych vzdalenosti komplexu metodou FRET a jejich nasledné
vyuziti jako voditka pro dokovani a molekulovou dynamiku. Vzhledem k nedostupnym

materialim jsou tyto experimentalni metody prozatim vylouceny.

Pro tuto praci bylo ze struktur ziskanych dokovanim ClusPro2 zvoleno 10
nejpopulovanéjsich clusterti, vybranych dle protilatkového skérovaciho modu. Modely
byly vizualné zkontrolovany — ofezem 10E8 Fab fragmentu (viz kapitola 4.2.3.2) vznikl
ne-nativni povrch, ktery neni ve skute¢né molekule pfitomen. Kontrola slouzila ke
zjiSténi, jestli nékteré modely nezahrnuji vazbu s timto povrchem. Na zédkladé této

kontroly byly vyfazeny modely 9 pro MLA024; 7 pro MLAO025; 7 pro MLA092.

Schematicky zobrazeny postup dokovani a naslednych krokt ukazuje obrazek 22.
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Obrazek 1 — Schéma tvorby a vybéru vazebného modelu myomedinovych proteini
s protilaitkovym fragmentem 10ES.

a) Fab fragment 10E8 (PDB:4G6F)

1) Otfez Fab fragmentu na protilatkovy fragment sestavajici z variabilnich oblasti protilatky
b) Vstupni struktura protilatky pro dokovani

2) Rigidni dokovani s homolognimi modely proteint MLA

c) Vybér deseti nejpopulovanéjSich clusterd. Ve spodni ¢asti je vidét interakce, ke které by
v nativni  protilitce  nemohlo  dojit — takové modely nebyly uvazovany.
3) Vybér jediného modelu a jeho analyza — kroky MM/PBSA a Umbrella sampling, analyza
intermolekulovych interakei

4) Jediny vybrany model pro jednu variantu MLA

5.2.4.1 B-vazebny mod

Vizudlni inspekce modela ziskanych dokovanim pfinesla prekvapivy zadveér — zadny ze
ziskanych modeld, s vyjimkou dvou modeli varianty MLA158 (modely 2 a 3)
neodpovidal doposud predpokladanému vazebnému moddu, ve kterém by mélo k vazbé
dochdazet pfevazné skrze zaménéné aminokyseliny. Jejich dileZitost je prokazana in vivo
experimenty, ve kterych byly patrné rozdilné neutraliza¢ni schopnosti proteinli na zakladé
téchto aminokyselin. Toto pozorovani znamend, ze musi n¢jakym zpiisobem opravdu
dochazet ke kontaktu zaménénych aminokyselin s protilatkou. Urc¢itou nejistotou in vivo
studii je, zda-li nedochazi k neutralizaci pomoci jen jedné, specifické vazebné
konformace (kterd muize existovat jen tranzientn¢) ¢i zda-li viitbec dochazi k neutralizaci

pomoci indukce tvorby protilatek 10ES8 (pouzivanych v této praci) a ne jinych, podobnych
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protilatek (napt. 4E10). Jak bude vidét v dalSim textu, (-vazebné mody mohou byt
termodynamicky stabilni a mit vysoce piiznivé vazebné energie, vcetn¢ interakci
aminokyselinovych zamén s klicovymi rezidui 10E8. Dosud ptedpokladany ,,smyékovy
vazebny mo6d* byl analyzovan u modell 2 a 3 proteinu MLA158. Pro kontrolu, zda neni
tento necekany mod pouze artefaktem proveden¢ho dokovéni bylo dokovéani se stejnymi
vstupnimi strukturami provedeno i pomoci serveru HDock, kde byly podobn¢ ve velké

prevaze prave tyto vazebné mody (vysledky nezvetejnény).

Dalsi kapitoly budou detailnéji popisovat zejména modely obsahujici tento -vazebny
mod. Prozatimni zdkladni obraz o odliSnostech popisuje obrazek 23. Oproti dosud
pfedpokladanému smyckovému vazebnému modu fizeného zejména aminokyselinovymi

zdménami na nestrukturovanych smyckach méa dokovanim preferovany -vazebny méd

viditelng vétsi interakéni tvofeny ze strany myomedinu rezidui B-listi.

Obriazek 23 — Dva vazebné médy myomedinovych proteinii na protilatkovy fragment 10ES8.
Oranzové€ je zobrazen rozpoustédlu dostupny povrch (SASA) protilatkového fragmentu 10ES.
Modfe je zobrazena sit’ SASA povrchu myomedinu a jeho sekundarni struktura.

(Vlevo) Smyc¢kovy vazebny méd. Skrze (Vpravo) [B-vazebny mod. VEtsi
mensi interakéni povrch je kontaktovana interakéni povrch, fizeny rezidui B-listd
protilatka zaménami. proteinu.

V prvnim pfiblizeni by zvétSeny interakéni povrch (-vazebného moédu mohl znamenat

zvySenou silu interakce. Stejné struktury se s vyraznym piesahem objevovaly i v praci
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Ing. Jittho Cerného, PhD. =z Laboratore strukturni bioinformatiky proteinii
Biotechnologického tistavu AV CR, ktery vyuzival stejné dokovaci metody (ClusPro2)
avSak vychézel z odliSnych homolognich modeli. To mize ¢astetné¢ vylucovat vliv

homolognich modelti pouZitych v této praci (nezvefejnéné vysledky).”

Specifika konformace [-vazebného modu budou diskutovana v kapitole 5.2.9, jiz nyni je
vSak nutno zminit, Ze se tento vazebny mod nesestava z jediné konformace, ale obsahuje
nekolik pozorovanych konformaci s odlisnou pozici proteint viici sobé€, které vSak mayji

spole¢nou interakci ptes rezidua -listi myomedint.

5.2.5 MM/PBSA a MM/GBSA analyza

Pro ,,hruby vybér mezi deseti dokovanim ziskanymi modely komplexi myomedinovych
proteinti s 10E8&fr. bylo vyuzito metody MM/PBSA. Pro ziskani vstupnich trajektorii byly
pro kazdy model provedeny 20 ns MD simulace se silovym polem CHARMM36m
identickych postupem simulacim z prvniho kola vylepSovani homolognich modelt. Ze
vSech simulacich bylo vybrano poslednich 5 ns na zdkladé dosazenych konvergenci
parametrdi RMSD a gyra¢nich poloméra. Grafy pritbéhu téchto parametrti v simulacich

jsou zobrazeny v priloze B4 a B 5.

Tato metoda lezi na stfedni pozici v pfesnosti mezi nejméné presnymi metodami
skorovani a nejpfesnéjSimi metodami ,,alchemical perturbations®. Metoda je 1 pfes
zvySenou presnost oproti dokovacim skore zatizena tadou aproximaci (zanedbani
entropie, feSeni solvatacnich energii, vyuZiti empirickych silovych poli, implicitni
solvatace ad.), je vSak velmi vhodnd pro porovnani, nikoliv kvantitativni popis,
vazebnych energii ligandli na stejného vazebného partnera, k cemuz byla vyuZita i

zde. 100,101

Vyuzito bylo nejbéznéjsi implementace ptistupu MM/PBSA s vyuzitim jedné simulace
komplexu (oproti teoreticky méné presnému piistupu tii simulaci komplex, ligand,
protein). K vypoctim bylo vyuzito poslednich 5 ns dfive popsanych MD trajektorii
(celkem 50 snimki). K popisu systémt bylo vyuzito konverze struktur z CHARMM36m

do ff99-SB silového pole. K vypoctu solvatacnich energii bylo vyuZito Poisson-
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Boltzmannovy rovnice (polarni ¢ast, parametr €;,; =2 zvolen dle obvyklé hodnoty a
»prumérné nabitého interakéniho povrchu®, otestovany byly i hodnoty 1 a 4) a metody
SASA (nepolarni ¢ast, korelace mezi solventu dostupnych povrchem a nepolarni

solvatacni energii).

Samotné vypocty probéhly pomoci baliku gmx MMPBSA a validaci pomoci baliku

g mmpbsa (vysledky ziskané nim nejsou zvetejnény, byly vSak v relativni shodg¢).

Vice korektnim postupem provedeni MM/PBSA analyz by bylo ,,nakalibrovat* metodu
tak, aby byla pozorovéana dobra korelace mezi experimentalnimi a teoretickymi vysledky.
Vzhledem k tomu, Ze nejsou experimentalni vysledky dostupné, byla metoda provedena
bez moznosti validace s experimentdlnimi vysledky a je nutné jeji vysledky vnimat
v kontextu celé préce, tedy jako mezikrok vybéru nejlepsiho modelu komplexu a zptisob

zptesnéni vybéru modelt ziskanych dokovanim.

5.2.5.1 MM/PBSA vysledky a kontrola redundantnich modeld

Pro kazdou variantu byly vyneseny stiedni hodnoty vazebnych energii a standardni
chyby. Na zaklad¢ téchto vysledkt bylo vybrano vzdy 1-3 nejlepSich modeld o nejvice
zaporné vazebné Gibbsovo energii pro kazdy Myomedinovy protein a pro MPER ligand.
Sumarizace vybranych variant vcetné jejich odhadnutych vazebnych energii jsou
uvedeny v tabulce 16. Zaroven byly vybrany oba ptipady, ve kterych dochazi k vazbé
pfedpokladanym smyckovym modem — tedy modely 2 a 3 varianty MLA158. Vysledky

pro vSechny analyzované trajektorie modell jsou zobrazeny v prilohach B 6 a B 7.

Pro kazdy z vybranych byla provedena kontrola redundance. T¢ bylo dosazeno tak, ze
byla pomoci baliku gRINN zMD trajektorie vypoctena matice intermolekulovych
interakci (detailnéji budou vysledky a postup budou diskutovany v kapitole 5.2.8).
Kombinace kazdych dvou modeli v rdmci jedné proteinové varianty byly nasledné
analyzovany pomoci vlastniho Pythonovského skriptu. Do tohoto skriptu vstupuji matice
parovych intermolekulovych interakci. Matice jsou zpovahy problému diagonalné

symetrické a maji stejné rozméry, protoZe porovnavame rozdilné konformace komplexi
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identického slozeni. Vysledné matice jsou déale nazyvany ,diferencnimi maticemi‘.

Algoritmus této metody je ve zkratce nasledujici:

a)

b)

c)

d)

Ob¢ matice parovych intermolekulovych interakci jsou standardizovany na
hodnoty -1 az +1.

Kazda matice obsahuje majoritni pocet part rezidui neti¢astnicich se vazby, které
tvoii ,,baseline” hodnotu, kterd je nenulova. Tyto baseline hodnoty by Cinily
naslednou analyzou nemoznou (piedstavme si, Ze na pozici XY matice 1 existuje
interagujici par rezidui s volnou energii 10 kcal/mol (pfed normalizaci); na
identické pozici XY matice 2 zadny takovy par neni, ale baseline hodnota je velmi
malé ¢islo — vysledkem porovnani je velmi vysoké ¢islo, které efektivné ,,vtiskne*
matici 1 do vysledné diferencni matice). Tyto hodnoty by interferovaly se
stanovenim podobnosti dvou matic a jsou odstranény. Toho je dosazeno
vypoc¢tenim modu hodnot matice. Tak byla ziskana nejéastéji se objevujici
hodnota matice odpovidajici baseline.

Na néekterych mistech hodnota baseline mirn¢ osciluje okolo modové hodnoty,
k této hodnoté je tak pfipoctena nizka hodnota takova, Ze jsou idealné vSechny
informaci nenesouci hodnoty mensi, nez tato baseline hodnota.

Vsechny hodnoty nizsi, nez baseline hodnota jsou nahrazeny nulou.

Pro kazdou pozici (x,y) matic 1 a 2 je provedena operace O(yy),, =

|(x, ¥)1/(x, ¥)2|. Pokud je hodnota (x,¥); > (x,¥)2, je na pozici (X, y)geita

diferen¢ni matice vlozena hodnota 6(;'13,)1 ,» Vysledkem je tedy rozdil dvou matic
na pozici (x,y) vrozsahu 0-1. Pokud plati (x,y); < (x,y),, je na pozici
(%, ¥)deita VloZena hodnota 8y, ,. Pokud plati (x,¥); =0 | (x,¥)1 =0, je
8(xy),, = 0 (nulova podobnost — prevazné kvili disledkim na vizualizaci a

s ohledem na mozné déleni nulou)
Ptehlednost vizualizace je déale zvySena tak, Ze jsou z vysledné diferen¢ni matice

odstranény hodnoty niz§i, nez 0.001 (nastavitelny parametr).
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Tento postup umoziuje kvantitativné porovnavat rozdily mezi vazbami odliSnych
konformaci komplexti stejného slozeni s mnohem vys$§i mirou jistoty, nez pouhou
vizualni inspekci vyslednych struktur nebo hodnot energii vazeb. Vysledkem je
,heatmap® vizualizace diferencni matice, kde jsou vidét pary rezidui, které jsou pro
interakce spolecné (jak s negativnim, tak pozitivnim pfispévkem) a jejich

hodnota umoziiuje kvantitativni pohled na interakci.

Ziskané diferencni matice slouzily jako kontrola redundanci modelii — pokud by se dva
modely ukézaly jako vyrazné podobné, byl by z danych modelt vybran pro dalsi analyzu
jen jediny. Princip téchto matic je ilustrovan v pro modely 10E8fr-MLA 158 2 a3 v
prilohach B 8 az B 10.

Tabulka 16 — Vysledky nékolika nejlepSich MM/PBSA na dokovanim ziskanych modeli
komplexii MLA-10E8 fragment. * jsou oznaceny modely kde je interakce fizena smyckovym
vazebnym modem.

Model komplexu AGy,;mm/pBsa / kcal - mol~!;
standardni chyba
MLA24 mod. 2 —57,2 £ 6,94
MLA24 mod. 3 —53,8 + 4,52
MLA24 mod. 6 —53,3+4,70
MLA25 mod. 2 —-64,1 + 6,21
MLAZ2S5 mod. 5 —58,2+ 6,65
MLA92 mod. 0 —69,6 + 7,49
MLA92 mod. 1 —66,5+ 5,93
MLA158 mod. 2* —43,5+£6,02
MLA158 mod. 3* —41,5 + 4,46
MLA158 mod. 8 —73,4+ 7,54
WT mod. 8 —78,5 £ 6,33
WT mod. 2 —-71,9+ 5,64
WT mod. 6 -70,8 £7,53
MPER mod. 2 —75,5+5,02
MPER mod. 6 —66,5+ 4,50
MPER nativni struktura —-67,7 £ 4,81
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Piekvapivym vysledkem této analyzy bylo, ze modely majici B-vazebny charakter
dominuji i v rAmci MM/PBSA odhadnutych vazebnych energiich. U vSech variant byly
nalezeny stabilni interakce s negativni zménou volné Gibbsovy energie pii navazani. Sila
vazby MyoWT byla necekan¢ vétsi, nez sila vazeb ostatnich myomedinovych proteinti.
Jejich absolutni velikost nehraje v tomto kroku velikou roli — jak bylo fe¢eno, MM/PBSA
je metoda vhodna k vzajemnému porovnavani modeld, nikoliv ke kvantitativnim
zavérim. Metoda samotna velmi nadhodnocuje vazebné energie. Tento zdanlivy
nesoulad bude potvrzen a vysvétlen dale — nyni se spokojime s vysvétlenim, Ze nejspise
opravdu existuje mozna nezanedbateln¢ silna vazba MyoWT na 10E8 (nulové hodnoty
nebyly pozorovany ani v ELISA experimentech, viz. kapitola 5.1.6), nicméné nema

mimikujici schopnosti a neni biologicky relevantni.

5.2.5.2 MPER kontrola

Jako kontrola celého procesu slouzilo porovnani teoretickych vysledkl s experimentalné
znamymi parametry vazby 10E8 Fab s nativnim MPER ligandem. V ¢asti dokovani a
vybéru modelt pomoci MM/PBSA by za spravnou byla kontrola povazovana, pokud by
kombinace dokovani a MM/PBSA analyzy byla schopna vytvofit a odlisit takovy model
vazby, ktery by byl blizko vazb¢ z vytesené struktury (ktera vS§ak nemusi popisovat vazbu
v roztoku). Podle sefazenych hodnot vazebné volné energie by byly aplikovanym
postupem pro dal$i analyzu vybrany modely komplexti 10E8fr.-MPER 2 a 6 (-66,5 a
-75,5 kcal/mol). Porovnanim s hodnotou zjisténou MM/PBSA analyzou pro vyfeSenou
strukturu (-67,7 kcal/mol) je vidét, ze jsou blizko oba vybrané modely. Detailng;si
kontrola probéhla porovnavanim RMSD hodnot mezi vyfeSenou strukturou a modely.
Nutné je mit na paméti, Ze jsou struktury flexibilni a toto porovnani zahrnuje pouze jednu
strukturu (tedy ziskanou krystalografii a rigidnim dokovéanim). Piesnéj$i porovnani pak

bylo provedeno na zéklad¢ parovych interakci v kapitole 5.2.8.

Superimpozice vSech tfi struktur na sebe je v riznych reprezentacich a pohledech
zobrazena na obrazku 24. Patrné je, Ze je v shoda nativni s dokovanymi a vybranymi
strukturami vyssi v ptipad€ druhého a-helixu a nizs8i v ptipadé prvniho. Rozdily byly tedy
analyzovany pro dvé jednotlivé ¢asti MPER peptidu — 1. helix (NEQELLELDKWASL)
a druhy helix (WFDITNWLWYIRR). Dle ptvodniho ¢lanku o vyfeSené struktuie
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10E8Fab-MPER fragmentu se kli¢ova rezidua pro vazbu nachazi ve spojce a druhém
helixu MPERu (v 4G6F rezidua N671, W672, F673, T676, R682).8% S ohledem na tuto
skutecnost byla pozornost vénovana zejména porovnani RMSD téchto rezidui mezi
vyfesenou strukturou a modely.

RMSD vzdalenosti (vypocteno pomoci UCSF Chimera) hlavnich fetézct a klicovych
rezidui po superimpozici protildtkovych fragmentl na sebe jsou uvedeny v tabulce 17.
Je patrné, Ze je model 6 celkové blize vyfesené krystalové strukture. V obou modelech je
druhy helix (kli¢ovy helix) blize krystalové konformaci vii¢i fragmentu nez helix prvni.
V 10E8fr.-MPER modelu 6 je hodnota RMSD nejlepsi a pomérné blizko bézné

udévanému ,.limitu kvality dokovani* 2 A.

Tabulka 17 — RMSD vzdalenosti hlavnich fetézct dvou predikovanych konformaci vazby
ligandu MPER na protilatkovy fragment 10ES.

Cast RMSD ke znamé struktuie / A
Helix 1, model 2 3,079
Helix 2, model 2 4,573
Helix 1, model 6 12,443
Helix 2, model 6 3,049
N671, model 2 3,825
W672, model 2 4,643
F673, model 2 5,126
T676, model 2 4,191
R682, model 2 5,333
N671, model 6 2,484
W672, model 6 1,372
F673, model 6 1,722
T676, model 6 2,282
R682, model 6 2,048

Kombinace dokovani a MM/PBSA selekce byla tedy schopna vygenerovat a odlisit
v ptipad€ komplexu 10E8fr.-MPER strukturu blizkou krystalové. Obé vybrané struktury
jsou v ptipadé klicového interagujiciho 2. helixu blizko vyfeSené struktuie. Mén¢ diilezity

1. helix je v ptipad€ modelu 6 vyrazné vychylen oproti vyfesené struktufe.

94



2°-struktura, pohled zezadu Povrch, pohled zezadu
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Detail na kontakty, tlusté jsou rezidua v ,,interak¢éni kapse®.

Obrazek 24 — Porovnani nativni a predikované struktury protilatkového fragmentu 10E8
s MPER ligandem. OranZov¢ je zobrazena nativni konformace, cerven¢ model 2, zelené¢ model
6. Sedé je zobrazen protilatkovy fragment.
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Obrizek 25 — Kli¢ova interakéni rezidua vyreSené krystalové struktury komplexu 10E8fr.-
MPER a modelu 6 z dokovani. Oranzovée je zobrazena vyfeSena struktura, zelené¢ model 6. Slabé
je zobrazen hlavni fetézec MPER peptidu, tlusté jsou uvedeny kli¢ové postranni fetézce pro
interakci.

5.2.6 Coarse-grained Umbrella Sampling

Dalsim krokem byla pfesnéjsi analyza protein-protein vazby protilatkového fragmentu
s variantami MLA, MyoWT a nativnim ligandem MPER. Pro tento ucel byla zvolena
metoda ,,tahani jednoho z proteinti od druhého (po ose z) do vzdalenosti 10 nm od tezist’
s vyuzitim harmonického potencialu a nasledné umbrella sampling simulace. Znazornéni
trajektorie tahdni ukazuje obrazek 26. Samotné analyzy pak probéhly pouze na prvnich
5 nm téchto trajektorii, béhem kterych bylo uspokojivé dosazeno ztraté vsech

intermolekulovych kontakti.

Analyza vyslednych sil ptisobicich na pomyslnou pruzinu probéhla metodou WHAM,
kter4 vyustila v hodnoty PMF (,,potential of mean force*) systému v priibéhu trajektorie
tahani. Rozdil mezi minimem a maximem téchto pritbéhli byl uvazovan jako AGyazpa
proteinu/peptidu k protilatkovému fragmentu.

Pro ptipravu trajektorie (,,pulling*/tahani) byly vSechny proteiny nejdiive umistény do

boxu s identickymi vektory X a Y (dle velikosti systému tak, aby byl odstup proteinu
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alespoil 2.0 nm) a s velikosti vektoru Z rovnou 17 nm. Prob¢hla solvatace, energeticka

minimalizace, ekvilibrace a nakonec samotné tahani, jak je uvedeno v kapitole 4.2.3.4.

Obrazek 26 — Trajektorie tahani MLA proteinu od protilatkového fragmentu ve sméru osy
Z. Modre jsou vyznaCeny hrany simulacniho boxu. Bilo-Cervené je vyznalena sekunddrni
struktura protilatkového fragmentu, modfe (se stoupajici pruhlednosti) nékteré po sobé jdouci
kroky tahani.

Vyse uvedeny postup plati pro tento i dalsi krok (US s atomistickym rozliSenim). Pro
zrychleni celého procesu bylo nejprve provedeno prvni kolo s pomoci ,,coarse-grained*
aproximace pod silovym polem SIRAH. Podobny postup byl popsan napiiklad autory

Patelem a Ytrebergem v roce 2018, kde byla prokézana jeho relativné vysoka presnost.”*

Po vygenerovani pribéhit PMF byly vybrany nejlepsi modely. Vyhodnoceni prob¢hlo
prakticky tak, ze byl pribéh PMF omezen na trajektorii 5 nm (dostatecna k uplné ztraté
intermolekulovych kontaktli a uplné solvataci obou partnerdl) a jeji maximum bylo
odecteno. Minimum PMF trajektorie bylo uvazovano jako navédzany stav, nasledné byl
odecten rozdil mezi témito dvéma extrémy. Seznam vybranych modelll je uveden
v tabulce 18. Diky Cetnym obtizim se ani pies opakované pokusy nepodafilo touto
metodou stanovit volnou energii vazby s MPER ligandy, které se béhem simulaci
deformovaly a neposkytovaly ,,rozumné* pribéhy PMF. Ve vSech ptipadech vSak byla

(alespont zdanlivé) hodnota APMF vyssi pro model 6, neZ pro model 2. I z tohoto diivodu
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(a z divodu lepsiho RMSD oproti krystalové struktuie), byl vybran pro dal$i analyzy

prave tento model.

Tabulka 18 — Nejlepsi modely komplexi 10E8 fragment — MLLA protein vybrané pomoci
coarse-grained umbrella sampling simulaci. Hodnoty APMF odpovidaji zméné Gibbsovy
volné energie pii tahdni vazebného proteinu po sméru osy Z od protilatkového fragmentu.
Uvedeny jsou i tfi konformace komplexu s nativnim ligandem MPER, ktery byl vyuzit jako
kontrola celého procesu.

Model / 10E8 fragment APMF / K] - mol !

MLA024 mod. 6 46,25

MLAO02S mod. 5 58,66

MLA092 mod. 0 63,73

MLA158 mod. 2 45,12

MLA158 mod. 3 62,3

MLA158 mod. 8 66,96

MyoWT mod. 6 84,09

MyoWT mod. 8 67,12

MPER mod. 2 X

MPER mod. 6 Vybran na zakladé RMSD

MPER vyreSena struktura x

5.2.7 Umbrella Sampling s atomistickym rozliSenim

Obdobnou metodou, jaka byla popsana v pfedchozi kapitole (5.2.6) byly provedeny i
simulace a analyzy tff modell vazby 10E8fr.-MLA158 —modely 8 (-vazebny) a modely
2+3 (vazajici oblastmi aminokyselinovych zdmén). Tentokrat vSak probehly simulace
s pouzitim atomistického popisu silovym polem CHARMM36m se vSemi kroky (kromé
tahani a samotné¢ho US) obdobnymi jako v simulacich popsanych kap. 5.2.3. Vysledné

2%

jsou zobrazeny v prilohach B 11 az B 13.
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Zjisténé APMF (ekvivalentni AG simulované trajektorie napodobujici vazbu) pro modely
vazby 10E8fr.-MLA158 byly 33,34 kJ/mol (mod. 2), 38,42 kJ/mol (mod. 3) a 44,97
kJ/mol (mod. 8). Potadi sily vazeb zde souhlasi s CG US simulacemi, hodnoty jsou vSak
celkové nizsi (CG US simulace vyustily v 45,12; 62,3; 66,96 kJ/mol pro mod. 2; mod. 3
a mod 8). Z povahy atomistického popisu molekul téchto simulaci (oproti

zjednoduSenému CG popisu) by mély byt zde zminéné vysledky presnéjsi.

5.2.8 Analyza intermolekulovych interakci komplexii s MPER

Analyza parovych interakci probéhla pomoci aplikace gRINN s vyuzitim poslednich 5 ns
(kazdy snimek) MD simulaci vybranych modeli komplext 10E8fr. — MPER/MLA a
pomoci vyieSené struktury komplexu s MPER ligandem. Poslednich 5 ns bylo vybrano
univerzalné¢ pro vSechny analyzy vSech komplexi (MPER i MLA) kvili dosazeni
konvergence ukazateli (RMSD, gyrac¢ni polomér) kvality MD simulaci, jak je vidét na

prilohach B4 a B 5.

Dale uvedené hodnoty interakénich volnych energii pochazi z primérti volnych energii
v pribéhu snimkd 5 ns trajektorie, provedené pod silovym polem CHARMM36m.
Zjistény byly tedy s vyuzitim pfibliznych potencidlii a jejich hodnoty nemusi pfesné

reflektovat realitu.

Dle alaninového skenovani provedeném autory pdb:4G6F struktury (ndhradou
aminokyselin za alanin a pozorovanim vazebné afinity MPER-10E8 Fab) bylo vybrano
nékolik pro nativni vazbu kli€ovych rezidui protilatky 10ES, umisténé ve dvou

distinktnich oblastech na tézkém fetézci:??

a) CDR H3 region (oblast 1/site 1/S1): Y99, F100a, G100d, P100f, P100g, E1001,
E100j
b) Hydrofobni stérbina — W33, R50, E53. Oznacovana HC (“hydrophobic cleft”)
Z hlediska MPER ligandu byla identifikovana 4 kli¢ova rezidua, vazici oba regiony 10E8
Fab.%?
A) W680, R/K683 — CDR H3 region (oblast 1)
B) W672, F673 — hydrofobni §térbina
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Na zéklad¢ teorie o mimikovani interakci MPER s 10E8 protilatkou pomoci MLA
proteini byly tyto oblasti 10E8 analyzovany pro vSechny vybrané modely na sily,
charakter a stability interakci pomoci matic parovych interakci ziskanych aplikaci
gRINN.

Nejdilezitéjsi interakéni mista zjiSténd experimentalné u vyteSené struktury komplexu
v porovnani s dokovanim ziskanym modelem 6 jsou vizualizovana na obrazku 28. Patrné
je, ze v krystalové strukture komplexu interaguji rezidua MPERu Trp25 a Arg28 s oblasti
1 protilatky (tvofenou Tyr99, Phel00a, Trp100b). Do hydrofobni Stérbiny protilatky
(tvotené primarn¢ Trp33 a Arg50) zapadaji Trpl7 a Phel8 MPERu. Interakce je vedena

primarné druhym helixem (na obrazku nahofte).

5.2.8.1 Vazba MPER vyieSené struktury a modelu 6 z pohledu vSech rezidui

Vizualni podoba matice volnych energii dle parovych interakei pro poslednich 5 ns MD
trajektorie komplexu 10E8fr.-MPER (pdb:4G6F — vyfeSend struktura) je zobrazena b
priloze B 14 (pro model 6 pak v priloze B 15). V nasledujicim textu jsou fetézce
oznaceny A (tézky fetézec protilatky), B (lehky fetézec protilatky) a C (MPER peptid).
Tyto oznaceni jsou uvedeny pied aminokyselinami jako identifikator jejich pozice ve

struktufe a kterému partneru nalezi.

5.2.8.1.1 Vyresena struktura 10ES fr.-MPER

Z hlediska nejsilnéjsich parovych interakci vedou vyznamné interakce ALys97-CAsp664
(-75,7  kcal/mol), AAspl00-CArg683 (-17,4 kcal/mol), AGly100d-CArg683
(-16,1 kcal/mol), AGIu53-CTrp672 (-11,3 kcal/mol). Interakce jsou prevazné facilitované

tézkym fetézcem protilatky. Prvni helix MPER nese nejsilnéjsi interakci (skrze

CAsp664), zbytek ze 4 nejsilnéjSich interakcei je nesen druhym helixem.

Interakce ALys97-CAsp664 je enormné silnd. Mohlo by se jednat o artefakt stanoveni a
nebo pouzitého silového pole, ¢i o opravdu nesmirn€ silnou iontovou (s moZnou
dodatec¢nou vodikovou) interakci s aminokyselinovymi zbytky zabofenymi za neptistupu

rozpoustédla (v prostfedi s nizkou permivitou €). Kontrolu solvatace interagujicich
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molekul by bylo mozné provést v samotném baliku GROMAC:s, v této praci vSak nebyla

provedena.

5.2.8.1.2 10ES fr. — MPER model 6

Nejsilngjsi parova interakce je ALys97-CAsp664 (-31,3 kcal/mol). Dale jsou nejsilngjsi
interakce AGIu53-CTrp672 (-14,4 kcal/mol), AArg94-CAsp664 (-9,90 kcal/mol) a
AGlu53-CAsn671 (-8,00 kcal/mol).

Na zaklade¢ téchto Ctyt nejsilnéjSich stabilizujicich interakci je patrné, Ze je model ziskany
dokovanim blizko vyteSené struktufe komplexu. Zachovana je nejsilnéjSi interakce
(ALys97-CAsp664), byt v oslabené podobé modelu 6 oproti originalni struktuie (byt’ je
hodnota pro vytesenou strukturu, -75,7 kcal/mol extrémné vysoka a mohla by byt pouze
artefaktem). Zachovana je také interakce AGIlu53-CTrp672, zbylé dvé ze Ctyf

nejsilngjSich interakcei jsou pro model a vyfeSenou strukturu rozdilné.

A-matrix of standardized matrices
10E8-MPER mod. 6 10E8-MPER mod. original
1.00 means absolute similarity

Ea
2667
67T

Obrazek 27 — Porovnani parovych interakci mezi vyfeSenou strukturou komplexu 10ES fr.
— MPER (pdb:4G6F) a modelem 6 ziskanym dokovanim dvou partneri. Tmavsi barva
oznacuje vyssi podobnost v dané parové interakci.
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Pro vizuélni porovnani vazebnych modu slouzi matice zobrazena na obrazku 27. Ziskana
byla porovnadnim matic parovych interakci mezi obéma strukturami. Vidét je podobnost

obou modelid. Pomérmné ptiznivé vysledky RMSD kli¢ovych rezidui i celku mezi

strukturami modelu 6 a vyfeSenou strukturou jiz byly diskutovany v kap. 5.2.5.2.

komplexu pdb:4G6F (10E8 fr. — MPER). Cervené je vyznaéen peptid MPER (vyfeSend
struktura) a jeho sekundarni struktura. Obdobné je fialové vyznaten MPER model 6.
Jednopismennym koédem, pozici, ty¢kami a prihlednymi koulemi jsou oznacena nejdulezitéjsi
rezidua (urCena experimentaln¢). Ekvivalentn€ jsou oranZzové/modie (oblast 1

vvvvvv

povrch protilatkového fragmentu.
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5.2.8.2 Vazba MPER vyreSené struktury a modelu 6 z pohledu mimikujicich
rezidui

5.2.8.2.1 VyreSena struktura MPER

Celkova sila parovych interakci trajektorie krystalové struktury 10E8fr.-MPER cinila
-82,45 kcal/mol (-49,74 elstat; -32,71 vdw). Z toho -21,38 kcal/mol (-15,67 elstat. ; -5,71
vdw) pfipada na interakce MPERu s hydrofobni stérbinou (HC) protilatkového fragmentu
(zejména s AGlu53). -61,07 kcal/mol (-34,07 elstat; -27,00 vdw) pfitom piipadd na
interakce s oblasti 1 (S1).

Z hlediska rezidui protilatky jsou tak interakce MPERu nejsilnéjsi s AGlu53 hydrofobni
Stérbiny (pievazné elektrostatické interakce s trojici rezidui CAsn671-CTrp672-CPhe673
o volnych energiich -7,13 ; -11,3 ; -5,38 kcal/mol ). Stabilizujici je i interakce MPER s
ATrp33 (pfevazné van der Waalsovské interakce) o volné energii -3,22 kcal/mol s
nejsiln€j$im partnerem MPER CTrp672 (-1,63 kcal/mol, z toho -1,92 kcal/mol vdw
charakteru s drobnou elektrostatickou repulzi). Existuji i relativné mirné destabilizujici
interakce MPER s AArg50 o celkové sile 3,25 kcal/mol (pfevazné elektrostatické repulze,
zejména pochazejici od CTrp672). Ptehled volnych energii parovych interakci zobrazuje

tabulka 19.

Z oblasti 1 protilatky interaguji zejména rezidua ATyr99-APhel00A-AGlyl100D-
AProl00F-APro100G (-10,5 ; -10,9; -17,0; -9,32; -8,98 kcal/mol). Nejzadvaznéjsi jsou
tyto interakce:
A) Interakce s ATyr99 je témét Gpln€ vdw charakteru a je facilitovdna priméarné
CLeu679, CTrp680, CThr676 a CTrp672 (-2,50 ; -2,35; -2,10; -1,07 kcal/mol)
B) Interakce s APhel00a je pfiblizn€ stejné charakteru elektrostatického 1 van der
Waalsovského. Nejsilngjsi stabilizujici interakce je s CArg683 MPER o volné
energii -9,26 kcal/mol (z toho -8,83 kcal/mol elektrostatickych), hydrofobni
interakce pochazi z fady slabéji interagujicich rezidui, zejména druhého helixu

MPER.

kcal/mol; z toho -16,5 elstat. charakteru). Velice silnd je interakce s CArg683
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(-16,1 kcal/mol, elstat. charakter), nezanedbatelna je 1 z vétsi ¢asti elektrostaticka
interakce s CTrp680 (-2,35 kcal/mol z toho 1,84 kcal/mol elstat.)

D) Dvojice prolintt AProl00f a APro100g poskytuje -9,32 ; -8,98 kcal/mol volné
energie. AProl00f i AProl100g interaguji s Trp672 (-0,56; -5,09 kcal/mol oboji
prevazné elstat.), Phe673 (-2,33 ; -1,71 kcal/mol pfevazné vdw). Vyrazné jsou i
interakce s CThr676 (-3,00 ; -2,14 kcal/mol, spiSe hydrofobni ale
s nezanedbatelnou elstat. komponentou) a dalSimi. AProl00f ma stabilizujici

interakce s CAsn667 (-1,56 kcal/mol) a s CTrp680 (-1,85 kcal/mol).

vvvvvv

interakce komplexu s 10E8fr. nesené rezidui CArg683 (ob. 1); CTrp672 (HC+ob.1);
CPhe673 (HC+ob.1); CThr676 (ptev. ob.1); CAsn671 (ptev. HC); CTrp680 (ob.1)
(-25,70; -20,01; -9,85; -8,04; -7,80; -6,47 kcal/mol).

Rezidua 10E8ftr. byla vybrana na zdklad¢ uvedeného zdroje a tak neni mozno dilezitost
téchto rezidui nijak validovat pouZitymi metodami. Oproti tomu je mozné zkorelovat

experimentalni vysledky dulezitych rezidui MPER s vysledky ziskanymi analyzou

vvvvvv

wewvr

parovych interakci byla zaroven identifikovana 1 dalsi dvé energeticky dilezita rezidua

MPER — CThr676 a CAsn671.

Piedpokladem autora je, Ze pro uspéSné mimikovani povrchu MPER ligandu pomoci
MLA proteini by mély byt interakce podobné zde popsanym (tedy idedlné¢ podobna
rezidua interagujici se stejnymi misty 10E8). Pro kazdy analyzovany model bude tedy
provedeno porovnani. Nejprve vSak bude provedeno porovnani s modelovanou vazbou

MPER na 10ES8 fragment, vybranou pomoci MM/PBSA metody.
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5.2.8.2.2 MPER model 6 — kontrola dokovani pomoci zachovani interakci

Tabulka 19 — Prehled volnych energii parovych interakci experimentalné identifikovanych
diilezitych rezidui 10E8 s MPER ligandem z krystalové struktury v porovnani s modelem
MPER mod. 6. Cervené jsou vyznacCeny stabilizujici, modie destabilizujici interakce. Hodnoty

jsou zaukrouhleny na 4 platné Cislice.

Kcal/mol TRP33 ARG50 GLU5S3 TYRY99 PHE100A GLY100D PRO100F PRO100G GLU100I GLU100J >
MPER kryst. -82.45
> 3216 3.246 -21.41 -10.54 -10.87 -16.95 -9.321 -8.976 -1.251 -3.158 :
MPER kryst. ) -49.74
-0.5436 3.360 -18.48 -0.8754 -5.974 -16.45 -1.534 -5.286 -0.9279 -3.025 '
elstat.
MPER Kkryst. 3271
-2.672 -0.1143 -2.925 -9.665 -4.900 -0.5029 -7.786 -3.690 -0.3227 -0.1337 '
vdW
MPER mod. 6 -57.63
> -3.884 2.072 -13.87 -8.035 -13.03 -5.751 -5.322 -2.245 '
MPER mod. 6 elstat. -0.653 2.904 -8.650 1.666 -6.499 -3.943 -2.038 -1.888 -19.10
-30.96
MPER mod. 6 vdW -3.230 -0.8318 -5.224 -9.701 -6.528 -1.807 -3.285 -0.35679

Posledni porovnani modelu 6 komplexu 10E8fr.-MPER s vyfeSenou strukturou probéhlo
z hlediska energeticky dulezitych parovych interakci. Celkova sila parovych interakci
¢inila -50,06 kcal/mol (-elstat. -19,10; vdw. -30,96), oproti celkovym -82,45 kcal/mol
vyfeSené struktury, kde je vSak nejsilnéjsi interakce (ALys97-CAsp664) ,,podeziele*
silnd a mohla by byt vysledkem artefaktu. Oproti vyfeSené struktufe je celkovy charakter

stabilizujicich interakci spiSe van der Waalsovsky.

Interakce s hydrofobni §térbinou poskytuji -15,67 kcal/mol (oproti -21,38 vyft. str.) a jsou
o néco vice hydrofobniho charakteru (-9,29 kcal/mol) nez u vyf. str. (-5,71 kcal/mol).
S oblasti 1 poskytuji interakce dohromady -34,38 kcal/mol (-21,68 vdw) oproti -61,07
kcal/mol (-27,00 vdw) u vyf. str. Pomérove je tedy 1 interakce modelu 6 s oblasti 1 vice

van der Waalsovského charakteru.

Nevice stabilizujici interakce v oblasti hydrofobni Stérbiny je s AGlu53 (-13,87 kcal/mol,
z toho -5,22 kcal/mol vdw) pomoci rezidui CAsn671-CTrp672-CPhe673 (-8,02; -14,44;
-3,51 kcal/mol; ptevdzné elektrostatického charakteru). Tyto interakce jsou tak
zachovany (a v pfipadé CAsn671-CTrp672 dokonce zesileny) v porovnani s vyf. str.
Zachovéna je 1 vdw interakce CTrp672 s ATrp33, stejn¢ jako mirné destabilizujici
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interakce CTrp672 s AArg50. Z hlediska interakci s hydrofobni $térbinou je model 6

konzistentni s vyfeSenou strukturou.

Z oblasti 1 protilatky interaguji u modelu 6 zejména rezidua ATyr99-APhel00A-
AGly100D-AProl100F (hodnoty interakci pro residuum AProl00G se nepodatilo
stanovit). Celkové sily téchto interakci téchto rezidui jsou -8,03; -13,03; -5,75; -5,32
kcal/mol.

A) Interakce s ATyr99 je téméf uplné¢ vdw charakteru a je facilitovdna primarné
CThr676, CLeu679, CTrp680 a CTrp672 (-2,41; -2,35; -1,93; -1,46 kcal/mol),
obdobné jako u vyfeSené struktury.

B) Interakce s APhel00a je zhruba stejné elstat. i vdw charakteru. Nejsilnéji s timto
residuem interaguje CArg683 s volnou energii -6,16 kcal/mol, z toho -5,29
kcal/mol elstat. charakteru. Interakce s timto reziduem je tedy obdobna u obou
struktur. Interakce s timto reziduem je u modelu 6 silnéjsi nez u vyft. str.

C) Interakce s AGly100d je oproti vyf. str. oslabena (-5,75 vs. -16,95 kcal/mol).
Interakce s CArg683 je zanedbatelna, nahrazuje ji do jisté miry interakce se
sousednim CArg684 (-1,99 kcal/mol, elstat. charakter).

D) AProl00f ma celkové interakce s MPER modelem 6 o volné energii -5,32
kcal/mol. Nejsilnéjsi jsou interakce s CAsn677 a CThr676 (-1,56; -1,13 kcal/mol).
Oproti vyft. struktufe je interakce odliSnd, avSak stale stabilizujici. Zachovana je

pouze oslabena interakce s CThr676.

Na zakladé informaci diskutovanych zde a v kap. 5.2.5.2 je mozné fict, ze bylo
dokovéanim a naslednym vybérem pomoci MM/PBSA nalézt model komplexu, ktery jak
svoji geometrii (byt’ je prvni, méné dulezity helix vyosen od protilatky) tak volnymi
energiemi parovych interakci uspokojivy, vzhledem ke krystalové struktuie. Na paméti
je nutné mit, Ze vyfeSena krystalova struktura negarantuje ziskani nativni struktury. Ta je
jednak dynamickd, vroztoku na ni pisobi odlisné sily oproti krystalu a existuje
v kontextu celého antigenu, coz nebylo uvazeno v experimentech ani krystalografickych

ani zde popsanych teoretickych.
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5.2.9 Analyza intermolekulovych interakci komplexii s ML A proteiny

Ptehled volnych energii parovych interakci MLA (a MyoWT) proteina s kliCovymi
rezidui protilatkového fragmentu 10E8{t. je uveden v tabulce 20. Vizualizovana podoba

interakci je na obrazich 29 a 30.

Tabulka 20 - Prehled volnych energii parovych interakci experimentalné identifikovanych
diilezitych rezidui 10E8 s MPER ligandem z krystalové struktury v porovnani s modely
komplexii s MLA proteiny. Cervend jsou vyznaleny stabilizujici, modfe destabilizujici
interakce. Hodnoty jsou zaukrouhleny na 4 platné Cislice.

Kcal/mol TRP33 | ARGS0 | GLUS3 | TYRY99 | PHE100A | GLY100D | PRO100F | GLU100I | GLU100J Y

MPER ]
kryst. 3216 | 3246 | 2141 | -1054 | -10.87 -16.95 9.321 -1.251 3158 | 8245
X

MLA024
mod. 2 L1 05536 | -03003 | -0.1217 1783 0.2888 2.208
Y

MLAO025
mod. 5 -0.2905 11.55 -14.98 -21.05 1.002 -3.198 -0.04301 )
5 27.00

MLA092
0.1519 -
mod. 0 -8.461 -5.663 -21.13 -2.052 0.7702 0.1763
5 36.21

MLA158
mod. 2 0.3595 2.444 -6.885 -6.736 -1.603 1.136 -1.256 -
> 13.26

MLAI158

mod.3 -6.037 0.04654 | -4.849 -0.9727 0.08108 -0.1969 -0.1083
5 0.06955 12.11

MLA1S58
mod. 8 0.2283 0.2397 | -0.5165 -14.86 -20.18 0.05233 -0.9643 2.292

33,72
)

MyoWT

mod. 6 1.245 -5.783 -0.3916 -1.621 -81.77 -
5 88,32

MyoWT )
mod. 8 0.04091 1059 -23.23 -9.875 2.984 3.356 8.364 1,85
X
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MLAO024-10E8ftr. mod. 2 MLAO025-10E8ftr. mod. 0

Obrazek 29 — Struktura vybranych komplexi MLA-10E8fr. analyzovanych z hlediska
parovych interakei. Sed¢ je zobrazen povrch fragmentu 10E8 protilatky, zelen&/oranZzové jsou
na ném vyznaceny dileita rezidua hydrofobni térbiny/oblasti 1. Cervené je vyzna¢en povrch
nalezici MPER ligandu (z krystalové struktury) pro porovnani konformaci. MLA proteiny maji
vyznacenou sekundarni strukturu a aminokyselinové zamény (tycky).
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MyoWT-10E8fr. mod. 6

MyoWT-10E8fr. mod. 8

Obrazek 30 — Struktura vybranych komplexi MLA-10E8fr. analyzovanych z hlediska
parovych interakei. Sedé je zobrazen povrch fragmentu 10ES protilatky, zelen&/oranzové jsou
na ném vyznaceny dileZita rezidua hydrofobni §térbiny/oblasti 1. Cervené je vyznagen povrch
nalezici MPER ligandu (z krystalové struktury) pro porovnani konformaci. MyoWT proteiny maji
vyznacenou sekundarni strukturu a aminokyselinové zamény (tycky).

Vizualizované matice parovych interakci mezi MLA proteiny a 10E8 fragmentem jsou

zobrazeny prilohach B 16 az B 23. Nasledovat bude popis interakci jen dulezitych

rezidui, pfiblizny obraz o roli vSech ostatnich je moZno ziskat ze zminénych dodatka,

presny popis vSak neni v této praci uveden.
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5.29.1.1 MLA024 mod. 2

Na zaklad¢ prehledu je ziejmé, ze model komplexu 10E8fr./MLA024 (mod. 2) ma bilanci
interakei s dilezitymi pozicemi 10E8 kladnou. Z hydrofobni §térbiny interaguje pouze
s ATrp33 (destabilizujici), z oblasti 1 ma pouze 3 zanedbatelné stabilizujici interakce a
dvé destabilizujici. Usuzovat néco o mimikujicich interakcich na zaklad¢ téchto vysledkli
nelze. Z in vivo 1 in vitro experimentu je jisté, ze protein MLA024 s 10E8 protilatkou

interaguje (byt nejslabé&ji ze zkoumanych MLA variant).

Mozna tfi vysvétleni tohoto zdanlivého rozporu jsou nasledujici:

a) SkuteCny vazebny modd je odliSny a nebyl v této praci identifikovan. Toto
vysvétleni zni pravdépodobné — nebyly analyzovény vSechny ziskané modely
komplexti pro tuto variantu, mezi kterymi by mohl byt ukryty skute¢ny maod.
Zaroven zde nebyly identifikovany zddné interakce skrze aminokyselinové
zamény, coz nahrava tomuto vysvétleni.

b) Skute¢ny vazebny moéd je identicky a k mimikovani staci 3 slabé piiznivé
interakce s prvnimi tfemi rezidui protilatkové oblasti 1.

¢) Zde provedené analyzy parovych interakci jsou neptesné. Z povahy piijatelné
ptesnosti soucasnych silovych poli pro popis proteini je ndzorem autora, ze by se

jednalo spiSe o chybu experimentalniho procesu nez pouZzitych aproximaci.

U modelu 2 komplexu ML A024 nebyly Zadné MPER kopirujici interakce nalezeny.

Aminokyselinové zamény zde s 10E8 viibec neinteraguji.
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5.29.1.2 MLAO25 mod. 5

Model 5 komplexu 10E8fr.-MLAO025 ma zapornou energetickou bilanci parovych
interakci (celkové -27,0 kcal/mol; -8,19 elstat.; -18,9 vdW — z 30,33 % elektrostatické
interakce). Jeho charakter vazeb je tedy oproti vyf. str. pomérové vice vdW charakteru
(MLAO025 mod. 5 energeticky 69,67 % van der waalsovské interakce ; MPER 39,66 %).
Z pohledu konkrétnich rezidui protilatky je zde slaba stabilizujici interakce s ATrp33
zejména skrze CAsp62 (-0,33 kcal/mol), kdezto v MPER s ATrp33 nejsilnéji interaguje
CTrp672. V MPERu hydrofobni Trp je tedy nahrazen nabitym Asp. Naopak vyrazné
destabilizujici je interakce s AGlu53 (11,55 kcal/mol) zplGsobena primarné
elektrostatickou repulzi s aminokyselinou CAsp62. Interakce s jinymi rezidui hydrofobni
Stérbiny nebyly zjistény, jako celek tak f —modd vybraného modelu vazby MLAO2S5 s

10ES interaguje s hydrofobni §térbinou vyrazn¢ energeticky nevyhodné.

Interakce s oblasti 1 je zde také oslabena oproti MPER — ¢ini -38,3 kcal/mol (oproti
MPER -61,1 kcal/mol). Interakce s reziduem ATyr99 (-15,0 kcal/mol) je silnéj$i, nez
v MPER (-10,5) a je nesena zejména CGlu69 (ATyr99-CGlu69 -18,1 kcal/mol) a naopak
destabilizovana sousednim CGlu65 (4,41 kcal/mol) — oboji priméarné elektrostaticky.
Oproti této situaci ma MPER interakce van der Waalsovské a nesené rezidui Leu, Trp a
Thr.

Interakce s APhel00a je zhruba dvakrat siln€j$i neZ u MPER (zde -21,1 kcal/mol, u
MPER -10,9 kcal/mol). MlZe za ni zejména CArg28 (-13,2), tato situace je analogicka
situaci s MPER, kde CArg35, vaze siln¢ APhel00a.

Interakce s AGly100d protilatky jsou slabé destabilizujici, zejména diky CGlu20 (3,48
kcal/mol), nejsiln€j§i zaporny piispévek k volné energii poskytuje CArg28 (-1,65
kcal/mol). V komplexu s MPER je interakce s CArg683 velice silnd a pfizniva, zde
interaguje arginin zanedbateln€ a celkova bilance je nevyhodna.

Interakce s Prol100f je zde stabilizujici (-3,20 kcal/mol) ale slabsi nez v MPER (-9,32).
Jeji nejsilngjsi slozkou je CHis60 (-2,32). Ostatni aminokyseliny poskytuji slabé
interakce, rozlozené po velké ¢asti interak¢éniho povrchu.

Interakce s AGlul00ije zde zanedbatelné stabilizujici.
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Z hlediska aminokyselinovych zdmén prvniho klastru (ATPS) je zde pouze zanedbatelna
interakce CAla34-APhel00a (-0,0311). Rezidua druhého klastru (GHE) interaguji silné
s oblastmi jak hydrofobni Stérbiny, tak s pocatkem oblasti 1. CGly63-AGlu53 ma volnou
energii -2,74 kcal/mol; Chis64-AGlu53 -1,53 kcal/mol; CGlu65-APhel00a -5,08.
Destabilizujici je interakce CGlu65-ATyr99 o volné energii 4,41 kcal/mol. Tieti klastr

(VILIL) je v této orientaci inertni.

Jedina interakce MPER-10E8 ktera je modelem 5 komplexu MLA025-10E8
obdobna je vazba na APhel00A v oblasti 1 protilatky. Existuji silné stabilizujici
interakce se 3/5 rezidui oblasti 1. Druhy klastr aminokyselinovych zimén (GHE) se
ucastni vazby jak s hydrofobni Stérbinou (AGlu53) tak s oblasti 1 (APhel00a
stabilizujici, ATyr99 destabilizujici).

5.2.9.1.3 MLA092 mod. 0

S rezidui hydrofobni Stérbiny interaguje MLAO092 v predikované orientaci (model 0)
zanedbateln¢ destabilizaéné¢ (ATrp33), vibec (AArg50) a oproti MPER oslabené
stabilizacné (AGlu53 -8,46 kcal/mol oproti MPER, kde je bilance -21,4 kcal/mol).
Interakce s AGlu53 je obdobné jako v ptipadé MPER pfevazné elektrostatickd (-8,21
kcal/mol pro model 0 MLA092). Vedena je zejména CTrp37 (-4,84), CGly38 (-3,09) a
CAsn39 (-1,44). To ponckud kopiruje vazbu MPER, kde jsou hlavnimi rezidui CAsn671-
CTrp672-CPhe673. Zastoupeny jsou v obou piipadech blizko sebe lezici Trp a Asn. Phe

je zde nahrazen v nejlepsi trojici aminokyselinou Gly.

Pro oblast jedna jsou vSechny bilance stabilizujici s vyjimkou AProl100f a AGlul001

(mirné destabilizace).
S ATyr99 interaguje MLAO025 zhruba o polovinu slabé&ji (-5,63 vs. -10,5) nez v ptipadé
MPER. Hlavni je pfevazné vdw interakce s CAsn39 (-3,52 kcal/mol), oproti MPER

interakci ¢tyimi sousednimi hydrofobnimi rezidui Leu, Trp, Thr, Trp.

Interakce s APhe100a jsou siln€j$i nez v ptipadé MPER (-21,1 vs -10,9 kcal/mol) a spiSe
elektrostatické. Vede interakce s CLys41 (-11,6), dale jsou vyznamné CAsn43 (-3,90),
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CGlu53 (-3,36) a CVal42 (-2,32). Zastoupen zde neni vyrazné zadny arginin, na rozdil
od vazby s MPER.

Interakce s AGly100d je podstatné slabsi nez s MPER (-2,05 vs. -17,0), interakce

s AProl100F 1 AGIu100i jsou mirn€ az zanedbateln¢ destabilizujici.

Prvni klastr aminokyselinovych zamén (EIMW) se Ucastni vazby zanedbateln¢ skrze
druhou a tfeti aminokyselinu, siln€ pak skrze ¢tvrty tryptofan — interakce CTrp37-AGlu53
s hydrofobni §térbinou nese volnou energii -4,84 kcal/mol. Druhy klastr (PSW) interaguje
pomoci CPro63 s ATrp33 (-0,475) as AGlul00i (-0,342); skrz CSer64 s ATrp33 (-0,894)
as AGlul00i (-0,122). Z tretiho klastru (IVTPL) interaguji zanedbateln€ v§echna rezidua
s oblasti 1, nejsilnéjsi je interakce Cval90-ATyr99 (-0,167).

Pro model MLA092 je ¢astené mimikovano sloZeni interakénich para s AGluS3
hydrofobni $térbiny (interakce jsou vSak oslabeny). V oblasti 1 jsou silné interakce
MLAO025 s 3/5 rezidui, interakce jsou vSak oproti MPER slabsi. Prvni klastr
aminokyselinovych zimén interaguje s hydrofobni Stérbinou, druhy interaguje
slabé s hydrofobni §térbinou i oblasti 1. T¥eti klastr interaguje slabé azZ zanedbatelné

s oblasti 1.

5.2.9.1.4 MLAI58 mod. 2

Celkova volna energie interakci s dalezitymi rezidui je pomérné slaba — &ini -13,3
kcal/mol (oproti MPER -82,5 kcal/mol).

Interakce v tomto modelu komplexu jsou v oblasti hydrofobni Stérbiny slabé (ATrp33 -
0,360 kcal/mol) nebo destabilizujici (AGlu53 2,44 kcal/mol). S AGIlu53 interaguje
CLys41 (-3,53) a CAsn43 (-2,69), avsak celkovou vazbu MLA092 na AGIu53
destabilizuje CGIn88 (3,55), CGlu50 (3,11) a CTyr90 (2,13).

Interakce s oblasti 1 protilatky maji celkovou volnou energii -15,3 kcal/mol, vyrazné
slabs$i nez -61,1 pro MPER. Vyznamné jsou interakce s ATyr99 (s Clys41 -2,83; s
CGlu53 -1,79) s bilanci -6,89 kcal/mol a s APhel00a (Clle61 -3,01, CTrp36 -1,52),

v obou ptipadech zejména van der Waalsovského charakteru. Mirné destabilizujici jsou
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celkové interakce s AProl00f (1,14), stabilizujici s AGIlu100i (-1,26, zejména s CLys41
-2,73).

Prvni klastr (WMWW) interaguje skrze CMet35-APhe100a (0,136) mirn€ destabilizacné.
CTrp36 interaguje s APhel00a (-1,52) i s ATyr99 (-0,254). Druhy klastr (ITL) interaguje
zejména skrze Clle63 s APhel00a (-1,08) a zanedbatelné¢ s ATyr99 (-0,0341). CThr64-
APhel00a (0,170) je slaba destabilizujici interakce. Tteti klastr (LY YAW) interaguje
nepfizniveé s hydrofobni Stérbinou — nejsilnéjsi destabilizujici interakce jsou CLeu89-
AGlu53 (0,310), CTyr90-AGlu53 (2,13), CAla92-AGlu53 (1,21) a CTrp93-AGlus3
(1,61). Nejsilngjsi stabilizujici interakce je CTrp93-ATrp33 (-0,363).

Pro model 2 MLA158 jsou interakce s hydrofobni §térbinou destabilizujici, vyrazné
stabilizujici interakce jsou se 2/5 aminokyselin oblasti 1, slabé s 2/5 aminokyselin a
slabé destabilizujici s jednou aminokyselinou oblasti 1. Prvni i druhy Kklastr
interaguje priznivé s oblasti 1. Treti klastr interaguje nepfiznivé s hydrofobni

Stérbinou, zejména s AGlu53.

5.2.9.1.5 MLAI158 mod. 3

Tento model ze vSech jako jediny poskytuje vyrazné interakce s hydrofobni Stérbunou
skrze pozice aminokyselinovych zdmén a muze odpovidat teoretické piedstavé o
»smyckovém vazebném modu®. Vazby na 10E8 protilatku zde tvoti vSechny tfi regiony
aminokyselinovych zdmén, jak je patrné z vizualizace parovych interakci na obrazku 31.
(pro instrukce k orientaci v této reprezentaci viz priloha B 1) Reprezentace ukazuje, Ze

jsou interakce zejména skrze aminokyselinové zamény na MLA158.

Celkova bilance interakci MLA158-10E8 fr. je v tomto modelu -12,1 kcal/mol (oproti
MPER -82,45 kcal/mol). Silné jsou interakce s hydrofobni Stérbinou (-10,8) pfiblizné
stejn¢ elektrostatického (-5,56) a van der Waalsovského charakteru (-5,28). Nejsilngji
interaguje MLA158 s ATrp33 (-6,04), zejména pomoci dvou sousednich rezidui CTrp37
(-4,08, ptevazne¢ vdW) a CTrp36 (-1,09, pievazné elstat.), coz koresponduje
s tryptofanem CTrp672 z MPER interagujicim van der Waalsovsky.

Interakce MLA158 s AArg50 je, stejné jako u MPER destabilizujici (0,0465), oproti
MPER (3,25) vSak zanedbateln€. Vyznamna je i interakce s AGlu53 (-4,85), pochazejici
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prevazné od rezidui CMet35 (-2,64), CTrp34 (-2,26) a CTrp37 (-1,32). Oproti MPER je

v

vazba na toto reziduum zhruba 4% slabsi, zhruba 2x silnéj$i je vSak vazba na ATrp33.

Interakce s oblasti 1 jsou slabé, interakce s AGly100d je zanedbatelné destabilizujici a

neexistuje zadna energeticky vyznacna interakce.

Prvni klastr (WMWW) interaguje prevazné skrze interakce CTrp34-AGluS3 (-2,26),
CTro34-APhel00a (-0,538), CMet35-AGlu53 (-2,64), CMet35-ATyr99 (-0,160),
CTrp36-ATrp33 (-1,09) a nejsilnéji skrze CTrp37-ATrp33 (-4,08). Dale existuje
stabilizujici interakce CTrp37-AGlu53 (-1,32). Klastr 2 (ITL) interaguje slab¢
s hydrofobni §térbinou (bilance je mirné destabilizujici). Klastr 3 (LYYAW) interaguje
s dilezitymi rezidui 10E8 zanedbatelné. Nejvyznacnéjsi interakcei s hydrofobni Stérbinou
je CLeu89-ATrp33 (-0,123). Soblasti 1 je zde fada zanedbatelnych interakci
stabilizujiciho i destabilizujiciho charakteru, z nichz nejsilngjsi stabilizujici je CAla92-
ATyr99 (-0,350), nejsilngjs$i destabilizace je pak zplsobend parem CTrp33-ATyr99
(0,285).

MLA158-10E8fr. model 3 obsahuje predpokladany smyckovy vazebny mod, kde je
vazba MLA158 na protilitku vedena vSemi klastry zaménénych aminokyselin.
Parové interakce s hydrofobni Stérbinou jsou dobré, MLA158 mod. 3 spolecné
s mod. 8 jako jediné maji interakce s AArgS50, byt zanedbatelné destabilizujici.
Interakce s oblasti 1 protilatky jsou nevyrazné a nedominuje jim vyrazné Zadna
aminokyselina. Klastr 1 interaguje silné s hydrofobni $térbinou. Klastry 2 a 3

interaguji s 10E8 jen slabé.
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10E8-MLA158 mod. 3 total IEM

ALYS97-CTRP37 -4.5 kcal/mol
CTRP37-ATRP33 -4.1 kcal/mol
AASP28-CASN39 -3.5 kcal/mol
AGLU53-CMET35 -2.6 kcal/mol
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Obrazek 31 — Reprezentace vazby MLA158 na 10E8fr. z MD trajektorie modelu 3
MLAO0158-10ES.
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5.29.1.6 MLAI58 mod. 8

Celkova energie parovych interakci s dilezitymi rezidui protilatky ¢ini -33,7 kcal/mol.
Tento model nasleduje B-vazebny modd, s hydrofobni $térbinou interaguje zanedbatelné
(-0,0485 kcal/mol) — s ATrp33 a AArg50 jsou bilance interakci mirn¢ destabilizujici
(0,0283; 0,240 kcal/mol), interakce s AGlu53 je mirn¢ stabilizujici (-0,517 kcal/mol). S
AGIlu53 existuje velmi silna interakce AGlu53-CArg28 (-25,79) elektrostatické povahy,
vyvazena silnou destabilizujici elektrostatickou interakci AGIlu53-CGlu20 (20,7
kcal/mol). Destabilizujici je dale elektrostaticka interakce AGIlu53-CGlu69 (7,54),
stabilizujici interakce existuji s CGIn32 (-1,30), CLeu65 (-1,86) a Clle67 (-2,19). Silné
jsou vsak interakce s oblasti 1 protilatky (-33,7 kcal/mol), zhruba stejné elektrostatického
a vdw charakteru.

S ATyr99 poskytuje MLA158 celkovou volnou energii interakci -14,9 kcal/mol,
zpisobenou zejména CHis60 (-8,32), CGlu69 (-3,21) a CGIn26 (-2,89). Pro porovnani
jsou interakce tohoto rezidua s MPER pievazné vdw, vedené rezidui Leu, Trp a Thr.
Nejsiln€jsi jsou celkové interakce s APhelOOa (-20,2 kcal/mol, spiSe van der
Waalsovského charakteru), hlavné s CLys58 (-7,47), CGlu73 (-7,53), CPhe71 (-3,06) a
CGIn26 (-2,89). Zbytek interakci je bud’ slaby/zanedbatelny nebo destabilizujici
(AGly100d 0,0523; APro100f-0,964; AGIul00i 2,29)

Klastr 1 (WMWW) zde interaguje jen slabé s AGlu53 hydrofobni §térbiny (skrze CTrp34
a CMet35:-0,110; -0,173). Role aminokyselin klastru 2 (ITL) je zanedbatelnd s vyjimkou
CLeu65, ktery interaguje s hydrofobni Stérbinou skrze CLeu65-ATrp33 (-0,361) a
CLeu65-AGlu53 (-1,86). Klastr 3 (LYYAW) se vazby s dulezitymi rezidui 10E8 vibec

neucastni.

Interakce MLA158 s hydrofobni Stérbinou jsou v tomto modelu celkové
zanedbatelné (byt’ existuji velmi silné interakce s AGlu53, které jsou v§ak vyvazeny
silnymi destabilizujicimi interakcemi). Existuji silné interakce s prvnimi dvéma
rezidui oblasti 1 (ATyr99, APhel00a) odliSného charakteru nez u MPER. Role
klastru 1 je z energetického hlediska zanedbatelna a sméfovana na hydrofobni
Stérbinu. Role CLeu65 klastru 2 spociva ve stabilizujici vazbé na AGlu53 hydrofobni

Stérbiny. Klastr 3 se vazeb viibec netcastni.
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5.2.9.1.7 MyoWT

Interakce kontrolnich MyoWT proteina s dillezitymi rezidui 10E8 jsou pro model 6
-88,3 kcal/mol. Celkové jsou tyto interakce tvofeny primarné interakci AGlul100i-CLys41
(-83,5 kcal/mol) — stejnou interakei s neobvykle vysokou predikovanou volnou energii,
jako u vyteSené struktury MPER. Byt jsou ve fyziologickych podminkich obé
aminokyselinova rezidua nabita opacnymi naboji a dle simulaci maji velmi blizkou
interakci (v prub¢hu trajektorie smétuji k sob&), nazorem autora je, Ze je energie téchto
interakci nadhodnocena. Pti zanedbani této interakce lze fict, Ze MyoWT model 6 mé ve
struktufe nulovou interakci s hydrofobni Stérbinou mezi MyoWT a 10ES8ftr., slabé
stabilizujici interakce s AGly100d (-0,392) a AProl00f (-1,62) a slabé destabilizujici
interakci s ATyr99 (1,25 kcal/mol). Jediné vyznamné stabilizujici interakce existuji
s APhel00a (-5,78), zejména skrze CArg63 (-6,14) — podobna interakce existuje i ve
vyfesené struktuie MPER.

MyoWT v modelu 8 interaguje s hydrofobni Stérbinou spiSe neochotné (10,6 kcal/mol),
zejména diky interakci s AGlu53 (10,6) skrze CGlu20 (10,9). S oblasti 1 protilatky
existuji ze vSech modeli nejsilnéjsi interakce s ATyr99 (-23,2) pirevazné
elektrostatického charakteru s CGlu69 (-17,46). Stabilizujici jsou 1 interakce s APhe100a
(-9,88), zejména s CPhe71 (-3,83), CGlu69 (-1,94) a tfadou dalSich aminokyselin.
Destabilizujici jsou vSechny ostatni bilance interakci s dilezitymi rezidui — Agly100d
(2,98), APro100f (3,36) a AGlul00i (8,36).

Klastr 1 (EKLS) modelu 6 ma pouze zanedbatelné interakce skrze CLeu36 do oblasti 1 a
slabé destabilizujici interakce s oblasti 1 skrze CSer37. Klastr 2 (RNT) mé jedinou
vyznamnou silnou stabilizujici interakci CArg63-APhel00a (-6,14). Klastr 3 (DGKAT)

ma interakce zanedbatelné a jen skrze CAsp89 s bilanci ptiblizné rovnou nule.
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Diky odlisnému mistu vazby ma model 8 nulové interakce skrze klastr 1, zanedbatelné

(stabilizujici) interakce skrze klastr 2 a zadné interakce skrze klastr 3.

Ani jeden z modeli vazby MyoWT-10E8 nema priznivé interakce s hydrofobni
Stérbinou (MyoWT mod. 6 Zidné; MyoWT mod. 8 destabilizujici). Existuji
stabilizujici interakce s oblasti 1 (MyoWT mod. 6 4/5 rezidui; MyoWT mod. 8 2/5)
které jsou vSak slabsi nez u ostatnich zkoumanych modeli proteini. Z hlediska
klastri aminokyselinovych zamén jsou vSechny interakce obou modeli nulové nebo

zanedbatelné s jedinou vyjimkou silné interakce CArg63-APhe100a u modelu 6.
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5.2.10 Souhrn analyz intermolekulovych interakei

V predchozich  kapitolach  byly  zkoumané  modely  struktur  komplexa
MLA/MyoWT/MPER zkoumany z hlediska svych parovych interakci znamymi
dilezitymi rezidui protilaitky 10E8. Analyzovany byly 1 zhlediska klastrt

aminokyselinovych zdmén.

Kontrola vybraného modelu komplexu s MPER (mod. 6) byla porovnana s vyieSenou
strukturou. Nejprve byly identifikovany klicové interakeni pary s protilatkou na zakladé
svych interak¢nich volnych energii. Zde doslo ke shodé nejdilezitéjsich rezidui MPER
identifikovanych témito kritérii s rezidui oznac¢enymi jako klicovymi autory struktury.
Pro dokovanim a metodou MM/PBSA vybrany model 6 stejného komplexu byly
identifikovany velmi podobné interakce. Spojeni tohoto zjisténi, piijatelnych hodnot
RMSD (byt’ je prvni helix modelu oproti vyf. str. vyosen smérem od proteinu) byl
dokovanim ziskany model oznacen jako kvalitni — tento zplisob kontroly ukézal, Ze je
(minimalné v tomto piipad¢) vysledek dokovani pomoci ClusPro2 v souladu s vyieSenou

krystalovou strukturou.

Dale byly pro 6 tzv. 3-vazebnych maddi (alternativ k hypotetickym smyckovym modim)
identifikovany mimikujici interakce — takové, které by kopirovali interakce MPERu
s protilatkou. Totéz bylo provedeno pro 2 smyckové moédy modely MLA158 (mody
s Ucasti 3 regionii aminokyselinovych zamén) — méd 2 s vazbou pod thlem, mod 3

s vazbou v ose.

Bylo zjisténo, Ze jsou zkoumané -vazebné mody schopné ptizniveé interagovat s oblasti
1 protilatky, zejména s rezidui ATyr99 a APhe100a. Vyrazné interakce naopak chybély
s AGly100d, APro100f a AGlul00i — interakce, které jsou s MPER pfitomny. Celkové
sily parovych interakci poskytnutych B-vazebnymi mody byly -12,11 az -36,21 kcal/mol.
Interakce skrze klastry aminokyselinovych zamén nebyly viitbec pozorovany pro model
MLAO024 a modely MyoWT (s jedinou vyjimkou silné interakce CArg63-APhel100a pro
MyoWT model 6). Pozorovany byly naopak u vSech ostatnich vybranych modeld,

zejména skrze prvni a druhé klastry sméfované na hydrofobni §térbinu 10E8. Jedinou
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vyjimkou byl model 2 vazby MLA158 jehoz stabilizujici interakce sméfovaly primarné

do oblasti 1 protilatky.

Diky naznaku mimikujicich schopnosti skrze klastry aminokyselinovych zamén se nabizi
diskuze, zda-li nejsou zde popsané ,,3-vazebné mody* ve skutecnosti témi, které popisuji
realnou interakci MLA proteinti s protilatkou (at’ uz in vitro, ¢i v biologickém kontextu).
Z fyzikalné-chemického hlediska a z kontextu celého povrchu interakce jsou stabilni (s
pfiznivou vazebnou AG) a interaguji (na rozdil od dosud hypotetickych smyckovych
vazebnych modi) pomoci velkych interakénich povrchli a fady parovych interakei
(porovnani vazebnych moda poskytuji vysledky US mezi modely 8 a 3 MLAISS).
Z hlediska moZné biologické aktivity ve vSech modelech (s vyjimou MLA24 a MyoWT)
existuji interakce 10ES8fr. s klastry aminokyselinovych zamén — ptedpokladanym
mechanismem ucinku in vivo. Dle vysledka zde blize nepopsanych in vivo experimentt
je zfejmé, ze pro mimimovani zavisi opravdu na aminokyselinovych zdménach (MyoWT

v téchto experimentech nevyvijelo zadnou aktivitu).’!

Pro smyckové vazebné mody MLAI1S58 byly v ptipadé modelu 3 (interakce
v ose/smyckovy mod) byly jako pro jediny model nalezeny v bilanci stabilizujici
interakce s rezidui hydrofobni $térbiny protilatky, interakce s oblasti 1 byly naopak slabé

stabilizujici.

V ptipadé¢ modelu 2 vazby MLAI158 jsou naopak interakce s hydrofobni $térbinou
zanedbatelné, siln€jsi jsou interakce s oblasti 1 a cely MLA158 protein je ,,vyosen* oproti
ose protilatky. Identifikovat ,,siln€j$i* z téchto dvou orientaci MLA158 na zaklad¢ zde
popsanych vysledkl nelze zcela s jistotou, dle atomistickych US simulaci trajektorie
odsedani proteinu od protilatky se vSak zda, ze model 3 (APMF = 59,61 k]J/mol) bude
existovat s vyssi pravdépodobnosti, nez model 2 (APMF = 53,72 k] /mol). Oproti tomu
MLAI158 vmodelu 8 (B) ma nejsilnéjsi US stanovenou vazebnou volnou energii

(APMF = 61,8 kJ]/mol) a méla by tedy ztohoto hlediska byt ze zde tii popsanych

orientaci nejpravdépodobnéjsi a nejsilné;si.
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Analyzy ukdzaly i schopnost MyoWT vazat ncktera rezidua protilatky, ani jeden
zmodeli vSak nevykazoval vazebné schopnosti k hydrofobni Stérbiné. Model 6
vykazoval silnou interakci s APhel00a a s AGIul00i (zde je vSak celkova sila stale
otazkou). Model 8 pak silnou interakci s ATyr99 (siln€jsi nez u jakéhokoliv jiného
analyzovaného modelu) a AGly100d, avSak destabilizujici interakce se zbytkem
aminokyselin v oblasti 1. Oba modely jsou dle ptibliznych CG US simulaci i MM/PBSA
schopny stabiln¢ a siln¢ vazat protilatku (MyoWT mod. 6 APMF = 86,18 kJ/mol avSak
s problematickou AGlul00i-CLys41 vazbou; MyoWT mod. 8 APMF = 84,94 k] /mol).
Schopnost MyoWT vazat protilatku 10E8 byla prokazéna i v experimentalni casti této

prace.

122



5.2.11 Tetramer MLA proteint

Na zéklad¢ experimentalniho objevu tetramernich forem MLA proteinti a zdanlivému
nesouladu poradi eluce Hsp70 a MLA-tetramer frakci v SEC bylo provedeno pfiblizné
modelovani tetramerni struktury (v€etné tagli) pomoci prvotniho homologniho modelu
MLAO024 a webového serveru GalaxyHomomer. Struktura byla simulovana pomoci 20
ns MD simulace, béhem které se jevila jako stabilni (vysledky nejsou v této praci
uvedeny). Pomoci aplikace HYDROPRO byl vypocten jeji translacni difuzni koeficient,

ktery ¢&inil D¢mraoza—tetramer = 4,80 cm? - 1077 - 57+

pro tento 64 kDa protein.
Obdobn& byl vypodten i Dypsp7o = 5,49 - 1077 cm? - s™* pro strukturu bakteridlniho
proteinu Hsp70 ziskanou z PDB databaze pod kddem 2KHO.?’ Tento vysledek byl ovéfen
stejnym vypoctem na zaklad¢ struktury predikované softwarem AlphaFold z ptislusné

strukturni databaze.’! Hodnota pro predikovanou strukturu ¢inila D¢ usp7o,n = 545 -

10~ 7¢cm? - s~ 1,

Vzhledem k zavislosti translaéniho difuzniho koeficientu k hydrodynamickému
poloméru vyjadifeném Stokes-Einsteinovou rovnici, ze které plyne Ze (Ry oznacuje
Stokestiv polomér (hydrodynamicky polomér)) je hydrodynamicky polomér Hsp70
mensi, nez MLAO024-tetrameru. Toto vysvétluje, proc pii SEC purifikaci putuje tetramer

jako prvni, ackoliv je jeho molekulova hmotnost nizsi.

R 1
oc_

Podoba struktury je zobrazena obrazku 32. MoZzné vodikové vazby mezi monomery

komplexu jsou viditelné na obrazku 33.
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Obrazek 32 — Model struktury tetrameru MLA024.
Vlevo) Celkovy pohled zeshora
Vpravo) pohled na aminokyselinové zamény

Obrazek 33 — Mozné vodikové vazby mezi monomery MLA024-tetrameru.

Struktura je relativn€ planarniho charakteru (jak naznacuje zvySeny Stokesliv polomér) a
muze byt stabilizovana mj. ¢etnymi vodikovymi vazbami mezi N-termindlnimi tagy a
kratkou casti samotného proteinu. Jednoznacné je, ze byla néjakd forma tetramerni
struktury pozorovana v in vitro experimentech, jak dokazuji HPLC chromatogramy a

DLS experimenty.

Omezenym experimentalnim ovéfenim formace tetrameru skrze N-terminalni Casti
proteini jsou nepublikované vysledky HPLC a DLS analyz na konstruktech His-TEV-
MLB-V5 proteini knihovny MLB zalozenych téZ na myomedinech. V HPLC

chromatogramech téchto proteinil je patrnd absence piklti odpovidajicich tetramernim
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strukturam. Dva vybrané chromatogramy jsou uvedeny v prilohach B 24 a B 25 a nalezi
Bc. Tereze Zosintukové (Laboratof inZenyrstvi vazebnych proteint, BTU AV CR).
Pouzité konstrukty obsahovaly kromé His-tagu zaroven i misto pro Stépeni TEV-
proteasou, které méni geometrii N-terminalni ¢asti proteinu. Pokud by doslo k naruseni
geometrie potiebné k vytvoteni tetrameru tak, jak je zde prezentovan, vysvétlilo by to

jeho absenci v HPLC chromatogramech a naslednych DLS (vysledky nepublikovany).
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5.3 Souhrn a navrhy na vylepSeni vazebnych proteint

Autor této prace je nazoru, ze jsou zde popsané [(-vazebné mody pravdépodobné
skutecnymi popisy interakci mezi MLA proteiny a 10E8 protilatkou. Konkrétni popsané
struktury nemusi odpovidat realité¢ (bylo by tieba je ovéfit experimentalné), avsak je
spolehlivé prokazano, ze mohou vazebné mody tohoto typu mit vysokou afinitu, nést
vhodné interakce s dulezitymi rezidui protilatky a Cetné dalsi stabilizujici interakce.
Podobné orientace MLA proteinu skrze tyto mody pravdépodobné tvoii pevnéjsi vazby
se zachovanim chténé biologické aktivity. Zde popsané vazebné médy byly vybrany pro
kazdou variantu z 10 médu ziskanych dokovanim, nasledovala hruba selekce metodou
MM/PBSA a piesnéjsi selekce pomoci CG US. Zejména MM/PBSA metoda je
aproximativni, byt vhodna na podobné selekce ligandi k jednomu cili, a nemohla byt
z hlediska parametr (zejména permitivity vazebného povrchu) kalibrovana s vyuZzitim
experimentalnich dat. Pokud byl obsazen opravdovy vazebny modd v prvnich deseti
modelech, mohl se zejména v tomto kroku selekce ztratit. Nutno je fict, Ze zde popsana
selekce na zdkladé vazebnych Gibbsovych energii nemusi v principu nutné vybrat

strukturu, ktera existuje v nativnich podminkach.

Dalsim nepfimym diikazem pro vazbu vétSim povrchem byla skutecnost, ze vytézek
selekce Myomedinové knihovny ve vazbé na 10E8 IgG-1 byl az ptekvapiveé vysoky oproti
jinym ter¢im. Byla porovnana data UspéSnosti selekce téze Myomedinové knihovny
pomoci ribozomalniho displeje proti tfem riznym ter¢im IgG-1, konkrétné 10ES,
PGTI121 a PGT126. V piipad¢ 10ES8 bylo z celkového pocétu 300 klonti pomoci ELISA
selektovano 30 variant, které specificky rozpoznavaji neutralizujici protilatku, pro dalsi
charakterizaci bylo vybrano 8 nejlepsSich kandidat. Zatimco u PGT121 a PGT126 byly
nalezeny jen 3 u kazdé protilatky, které se ukazaly jako specifické pro danou protilatku.
Z vazebnych kiivek je rovnéz patrné, Ze zddna z variant vazici PGT121 1 PGTI126
nedosahuje Kd nejlepSich variant u 10ES8, afinita v podobé Kd byla odhadovana na
zaklad¢ inflexnich bodt z ELISA (Kuchat, ustni sdéleni).

V ramci in silico vypocetni €asti byla identifikovana dvé dalsi rezidua ligandu CThr676

a CAsn671 MPER (na zéklad€ vyfeSené struktury 4G6F komplexu), kterd by mohla byt
vyznamna pro interakci protilatky 10E8 s gp41 viru HIV-1.
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Pokud jsou in silico ¢asti popsané vazebné mody opravdu témi, které existuji (byt’ mize
ve skutecnosti existovat rovnovdha mezi riznymi konformacemi) bylo by na misté
otestovat vazebné proteiny s Upravami v aminokyselinovych klastrech. Napitiklad
odstranénim tfetiho klastru zaménnych aminokyselin z MLA 158 by mohlo byt teoreticky
dosazeno velmi podobné vazby, ale stabilita proteinu v roztoku by se mohla zvysit, diky
odstranéni (namutovani zpét na WT sekvenci) vyrazné¢ hydrofobni ¢asti proteinu
exponované do rozpoustédla. OdlisSnym postupem k moznému vylepseni by bylo zkusit
zlepsit interakce MLA proteinti s hydrofobni Stérbinou protilatky 10E8 pomoci cilenych

zasahu do sekvence.

Pro snizeni vazby MyoWT na 10E8 (byt jen jako potvrzeni teoretického vazebného
modu) by bylo mozno odstranit CLys41, napéstovat protein a provést experiment ke

stanoveni vazebné afinity na 10ES.

Je nutné zminit i moZna vylepseni, ktera mohou byt vnesena do této prace v piipadé jejiho
opakovani a upfesnéni. Z hlediska experimentéalniho by bylo vhodné provést méteni afinit
presnéjsimi metodami v roztoku, vhodna by byla metoda MST. Zarovei by bylo pfinosné
zjistit skuteCnou podobu vazby MLA proteini na 10E8 protilatku, vzhledem
k problémim s krystalografickym stanovenim se nabizi metoda SAXS spojena
s porovnanim experimentalni kiivky s teoretickymi strukturami prezentovanymi v této
praci. Z hlediska in silico ¢asti by pro validaci vysledkd bylo vhodné provést delsi MD
simulace, jelikoz byl diky kratSim trajektoriim v této praci omezen pocet
analyzovatelnych snimkl. Zaroven by bylo vhodné simulace duplikovat a provést

statistickou analyzu ziskanych vysledk.
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6 Zavér

Prace méla dvé distinktni ¢asti. V rdmci in vitro experimentdlni ¢asti byly z knihovny
plasmidii nesoucich sekvence potencialnich vazebnych proteini MLA vyselektovany
varianty s nejpiiznivéjSimi poméry vazby na 10ES8 protilatku a isotypovou kontrolni
protilatku IgG A. Tyto vybrané proteiny byly analyzovany z hlediska vazebnych afinit na
ob¢ zminéné protilatky. U nejlepSich z analyzovanych proteini byl molekularné
biologickymi metodami vyménén C-terminalni Avi-tagu za V5-tag, tim byl vytvofen
konstrukt His-MLA-V5. Proteiny byly exprimovany v kulturadch E. coli, purifikovany
afinitni chromatografii a analyzovany z hlediska vazebnych afinit. Proteiny s nejlepsim

pomérem vazby IgG A/10E8 a nejlepsi afinitou k 10E8 byly odeslany na in vivo

vakcinacni experimenty.

Na zaklad¢ in vivo vysledkl bylo vybrano nékolik malo proteint pro dalsi analyzy. Na
téchto proteinech MLA024, 025, 092 a 158 byly provedeny purifikace s vyuZzitim gelové
permeaéni chromatografie. U vSech variant, véetné MyoWT, byly identifikovany tfi
charakteristické frakce produkovanych proteint. Jedna ztéchto frakci odpovida
ocekavanému monomernimu produktu, dalsi frakce sestdva z Hsp70-MLA komplexu
kopurifikovaného na Ni-NTA a tfeti frakce je pravdépodobné oligomernim stavem
myomedinu. Na nékterych frakcich variant byly provedeny zakladni biofyzikalné-
chemické analyzy, které zjistily teploty tani proteint, jejich hydrodynamické poloméry a

sekundarni strukturu.

In silico ¢ast této prace se zabyvala stejnymi proteiny z knihovny MLA. Byly
vybudovany homologni modely, které¢ byly vylepSovany pomoci unikatniho protokolu
ttech po sobé jdoucich kratkych MD simulaci. Tyto modely byly dokovany spole¢né
s vyfeSenou strukturou 10E8 protilatky, vybrané modely byly déle selektovany MD
simulaci a MM/PBSA analyzou. U takto vybranych modelt byla provedena analyza
volnych energii vazby pomoci coarse-grained Umbrella Sampling simulaci, u modelt

vazeb proteinu MLA158 byly provedeny i simulace s atomistickym rozliSenim.

Vybrané modely vazeb MLA-10E8 byly analyzovany tak, Ze byly snimky z jejich MD
trajektorii vyuZzity k vypoctu volnych energii parovych interakci aminokyselin. Tyto
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energie byly vizualizovany v podob¢ davajici kontext energii k sekundarnim strukturnim
elementim, k fetézcim proteind a k celkovym pfispévkiim jednotlivych casti obou
vazebnych partnerti. Na zakladé matic volnych energii parovych interakci probéhlo
srovnani vazby nativniho komplexu 10E8-MPER, jeho modelt vybranych identickou
cestou jak u MLA proteind, a vybranych modelii vazeb 10E8-MLA. Toto srovnani se
zaméfovalo na interakce kopirujici nativni vazby 10E8-MPER, na interakci dilezitych

rezidui dvou regiont protilatky s MLA proteiny.

Budoucnost vyzkumu spocivd nyni pievdzné v detailni charakterizaci vybranych
vazebnych proteint a v jejich vylepSovani z hlediska stability a vazebnych vlastnosti. Zde
vybrané a popsané varianty z knihovny MLA byly pouZity pro in vivo experimenty, kde
prokazaly schopnost sér vakcinovanych mysi neutralizovat az 54 % HIV-1 pseudovirh z

reprezentativniho panelu.’!
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